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VERZEICHNIS DER ABKÜRZUNGEN 
 
a.d.   destilliertes Wasser (lat. Aqua destillata) 
Abb.   Abbildung 
ADP     Adenosindiphoshat 
ATP     Adenosintriphosphat 
B. subtilis   Bakterienstamm Bacillus subtilis 
BSA     Bovines Serumalbumin 
BC    engl. Buffy-Coat 
CD     Differenzierungsantigene (engl. cluster of differentiation)  
CTAP3    engl. connective tissue activating peptide 
DHR-123   H2O2-Marker Dihydrorhodamin-123 
DNA     Desoxyribonukleinsäure 
EGF     engl. epidermal growth factor 
et al.    und andere (lat. et alii) 
EM    Elektronenmikroskop 
FGF     engl. fibroblast growth factor 
FP-A, B   Fibrinopeptid A, B 
g     Gramm 
GYP               synthetischer Thrombinrezeptoragonist GYPGKF 
h    Stunde (engl. hour) 
H2O2    Wasserstoffperoxid 
HpMa    2-Hydroxypropylmethacrylat  
Kap.    Kapitel 
kDa    Kilo Dalton (entspricht 1,66 x 10 -21g) 
l    Liter 
LIVE/DEAD   DNA-Fluoreszensfarbstoff 
M     Mol 
Max-Kontr.  Maximal-Kontrolle, Killingrate nach 10 min mit TK, Thrombin 
und B. subtilis 
mg    Milligramm 
min     Minute 
Mio     Million 
ml     Milliliter 
mmol     Millimol 
mRNA   Boten-Ribonukleinsäure (engl. messenger ribonucleic acid) 
MW    molekulares Gewicht (engl. molecular weight) von 1,66x 10 -24g 
µ     mikro 
n    Anzahl der Tiere / Untersuchung 
NAD(P)H    Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat 
NADH    Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid 
NAP-2    engl. neutrophil activating peptide-2 
nm     Nanometer (= 10-9 m) 
O2-     Superoxidanion 
OH °    Hydroxylradikal 
PAF     Plättchenaktivierender Faktor 
PBP    engl. platelet basic protein 
PBS  phosphatgepufferte Salzlösung (engl. phosphate buffered saline) 
PDGF     engl. platelet derived  growth factor 
PF-4     Plättchenfaktor-4 
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IV 
PF-3    Plättchenfaktor-3 
PMA     Phorbol-Myristat-Acetat 
PRP    Plättchenreiches Plasma (engl. platelet rich plasma)  
RANTES   engl. regulated upon activation, normal T cell expressed and 
presumably secreted 
ROS     reaktive Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species ) 
RPMI    Pufferlösung namentlich ROSS-Park-Memorial Institute 
SD    Standardabweichung (engl. standard deviation) 
SF    synthetischer Thrombinrezeptoragonist SFLLRN 
Tβ-4    Thymosin β-4  
Tab.     Tabelle 
TGF    engl. transforming growth factor 
TK    Thrombozytenkonzentrat in  80 % Plasma 
U    Unit 
U/min    Umdrehungen pro Minute 
VEGF     engl. vascular endothelial growth factor 
x g    Gravitationsbeschleunigung (9,81 m/sec2)  
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1 Einleitung 
Antibiotika sowie passive und aktive Immunisierungen ermöglichen heute dem Menschen ein 
gesünderes und längeres Leben. Durch den häufigen Einsatz der Antibiotika sind heute 
allerdings viele Pathogene resistent geworden und die Entwicklung immer neuer Wirkstoffe 
ist weitgehend erschöpft. Der Trend geht deswegen dahin, nicht die Erreger direkt zu 
bekämpfen, sondern die körpereigenen Abwehrkräfte zu aktivieren. Voraussetzung dafür ist 
die genaue Erforschung der physiologischen Vorgänge im Körper und ein Verständnis der 
komplexen Zusammenhänge der Abwehrmechanismen.  
Dringt ein Pathogen in den Organismus ein, so wird das Pathogen sofort von den 
Komponenten der unspezifischen Immunantwort unschädlich gemacht und aktiviert 
gleichzeitig das spezifische Immunsystem, um z.B. Antikörper zu bilden. Typische Vertreter 
der unspezifischen Immunantwort sind die Granulozyten und die Makrophagen. Zunächst 
phagozytieren sie die Pathogene und verdauen sie schließlich in den Phagozytosevakuolen mit 
Hilfe von bakteriziden Proteinen, hydrolytischen Enzymen und reaktiven Sauerstoffspezies 
(ROS).  
Wird ein Blutgefäß verletzt, sind es jedoch nicht die Phagozyten, die den ersten Kontakt mit 
möglichen eingedrungenen Pathogenen haben, sondern die Blutplättchen, die die Wunde mit 
einem Thrombus verschließen. Dieses wirft die Frage auf, ob auch Blutplättchen in der Lage 
sind Pathogene abzuwehren. Erste Hinweise dafür erbrachten Wissenschaftler, indem sie 
bakterizide Peptide in den Granula der Plättchen nachwiesen sowie die Möglichkeit von 
Plättchen belegten, reaktive Sauerstoffspezies zu produzieren. Auch das Vorhandensein von 
Lysosomen und eine eingeschränkte Phagozytosefähigkeit von Plättchen lässt bakterizide 
Eigenschaften der Plättchen vermuten. Mit diesen Fähigkeiten könnten die Plättchen die 
Pathogene abtöten.  
Vorversuche zeigten tatsächlich, dass Plättchen in Plasma innerhalb von 10 min nach 
Thrombinzugabe Bakterien wie z.B. Bacillus subtilis vollständig und Klebsiella pneumonia 
sowie Chlamydia pneumonia zu 80 % abtöten können (KLINGER et al. 2003). Die dafür 
verantwortlichen Mechanismen konnten bislang noch nicht aufgeklärt werden, könnten aber 
von großem Interesse für neue Therapieansätze gegen Infektionen sein. 
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Um die Rolle der bakteriziden Proteine beim Killing aufzuklären, wurden in den ersten 
Versuchen degranulierte Plättchen und deren Überstände in den Killingversuchen eingesetzt 
und mit den Killingraten nicht degranulierter Plättchen verglichen. Des Weiteren wurde die 
Beteiligung von ROS bei der plättchenvermittelten Abwehr untersucht, nachdem unsere 
Arbeitsgruppe erste Hinweise in Form von ruffled membranes an Bindungsstellen der 
Plättchen an Bakterien fand, die in anderen Zellen auf eine Produktion von Superoxid 
hingewiesen hatte. Die Freisetzung des Superoxids (O2-) und des Wasserstoffperoxids (H2O2) 
der Plättchen wurde sowohl quantitativ als auch topologisch untersucht mit Hilfe von 
fluoreszenzoptischen und elektronenmikroskopischen Methoden. Darüber hinaus wurden die 
Auswirkungen der ROS-Bildung auf die Killingraten bestimmt und die Empfindlichkeit der 
Bakterienspezies Bacillus subtilis gegenüber unterschiedlichen H2O2-Konzentrationen 
gemessen und miteinander verglichen.  
Außerdem wurden die Auswirkungen von Plasma auf den beobachteten bakteriziden Effekt 
untersucht. Dazu wurden die Killingraten von gelfiltrierten Plättchen nach Zusetzung 
verschiedener Plasmamengen oder Plasmafraktionen bestimmt. Zuletzt wurde die Wirkung 
des Thrombins auf Plättchen durch synthetische Rezeptoragonisten ersetzt, um auf diese 
Weise den Einfluss der aktivierten Thrombinrezeptoren am Killing zu untersuchen.  
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2 Literaturübersicht 
2.1 Blutplättchen 
2.1.1 Morphologie der Blutplättchen 
Thrombozyten, auch (Blut)plättchen genannt, entstehen aus Megakaryozyten. Diese 
Riesenzellen aus dem Knochenmark schnüren ihr Zytoplasma so ab, dass sie in bis zu 8000 
Plättchen von 2-4 µm Durchmesser zerfallen. Normalerweise befinden sich in einem µl Blut 
150 000 bis 350 000 Plättchen. Nach ca. 10 Tagen werden sie in Lunge, Leber und Milz 
abgebaut. Die Plättchenbildung wird von dem Hormon Thrombopoetin gesteuert, das in 
Niere,  Leber und Knochenmark gebildet wird. Plättchen besitzen keinen Zellkern und können 
somit nur dann Proteine produzieren, wenn noch mRNA aus den Megakaryozyten vorhanden 
ist. Im unstimulierten Zustand sind sie spindelförmig und bestehen aus zwei Zonen; einem 
äußeren Ring, der aus Mikrofilamenten wie Aktin und Myosin sowie aus Tubulin besteht, und 
dem Zentrum, in dem sich viele Organellen wie Mitochondrien und Granula befinden 
(WEISS et al. 1990).  
Die Plättchen besitzen drei verschiedene Granula, die elektronendichten Granula, die α- 
Granula und die Lysosomen. Die α-Granula sind 150 bis 250 nm groß und nehmen ca. 
10 % des Plättchenvolumens ein (WURZINGER 1990). Sie enthalten Entzündungs-
mediatoren, adhäsive Proteine, Gerinnungs- und Wachstumsmediatoren sowie bakterizide 
Peptide (Tab.I). Die elektronendichten Granula nehmen ca. 1 % des Plättchenvolumens ein 
und speichern vaskuläre Mediatoren (Tab.I). Plättchen besitzen außerdem Lysosomen, die 
saure Hydrolasen enthalten (HARRISON et al. 1993; HOLMSEN 1985; HOLMSEN et al. 
1979; KRIJGSVELD et al. 2000; TANG et al. 2002; WURZINGER 1990).   
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Tab I:  Inhaltsstoffe der elektronendichten Granula und der α-Granula von Plättchen 
 Elektronendichte Granula: α-Granula:  
vaskuläre Mediatoren: ATP und Calcium  
 
Adhäsive Proteine: Fibrinogen, Fibronektin, 
Thrombospondin, Vitronektin, Laminin, und 
vWF 
Entzündungsmediatoren: Serotonin, ADP 
und Thromboxan A2   
Entzündungsmediatoren: Histamin, 
RANTES, PDGF, Kallikrein, α2- 
Antiplasmin, PAF, β - Thromboglobulin,  
PF4, CTAP3 und PBP 
Gerinnungsfaktoren: V, VIII, XI, XIII 
Gerinnungmediatoren: Plasminogen 
Wachstumsfaktoren: TGF-β, VEGF und 
FGF 
weitere Stoffe: GTP, GDP,  Phosphat 
Mikrobiozid wirkende Peptide: 
Thrombozidine 1, 2 , PF4, RANTES, 
CTAP3, PBP, Thymosin β-4  und 
 
2.1.2 Stimulierung der Blutplättchen 
Plättchen reagieren schnell auf äußere Reize. Verwirbelungen im Blutstrom, Kontakt mit der 
interzellulären Matrix (Kollagen), eine Glasoberfläche während eines Experiments oder 
Agonisten wie Thrombin oder ADP führen zur Stimulation der Plättchen. Bei der Aktivierung 
des Plättchens kommt es durch Signaltransduktion zur Calcium-Mobilisierung. Ist ein 
Plättchen stimuliert, führt das zu Umbauprozessen im Zytoskelett. Das Plättchen erscheint 
durch die Umstrukturierung der Filamente nicht mehr spindelförmig, sondern sphärisch und 
bildet Zellausläufer (Pseudopodien) aus (Abb. 1). Mit deren Hilfe kann es sich um ein 
Vielfaches seiner vorherigen Oberfläche ausdehnen, um z.B. einen Defekt der 
Endothelschicht abzudecken (spreading). Die Zellorganellen werden dabei ins Zentrum 
verlagert (HARTWIG 2002). Die Aktivierung führt zur Degranulierung der Plättchen, also 
zur Sekretion von Botenstoffen, um weitere Plättchen oder Leukozyten anzulocken und zu 
aktivieren. Des Weiteren werden Rezeptoren wie der GP IIb IIIa (αIIbβ3)-Rezeptor  für adhäsive 
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Proteine bindungsfähig. Außerdem wird mittels der Cyclooxygenase aus Arachidonsäure das 
Thromboxan A2 gebildet, was eine Vasokonstriktion (Gefäßverengung) bewirkt und so die 
Blutstillung unterstützt. Thromboxan führt weiterhin zu einer Bereitstellung der 
Phospholipoproteine (Plättchenfaktor 3) aus der Plättchenmembran, die für die Bildung von 
Thrombin notwendig sind (WEISS et al. 1990).……………………………………. 
 
Abb. 1: Unstimulierte Plättchen (A) und stimulierte Plättchen (B) im Vergleich 
Die spindelförmigen Plättchen (A) bilden nach Kontakt auf der Glasoberfläche Pseudopodien 
(B) aus. Der Messbalken kennzeichnet 2 µm. 
Stimulierung der Blutplättchen durch Thrombin 
Thrombin ist der stärkste Stimulator der Blutplättchen und bewirkt schon innerhalb von einer 
Sekunde eine Aggregation und eine Degranulation der Plättchen. Durch die Aktivierung der 
Plättchen werden Rezeptoren wie GP IIb-IIIa erst bindungsfähig gemacht, so dass innerhalb 
von Sekunden Fibrinogen und der von Willebrand Faktor (vWF) an die Plättchen binden 
können und sie miteinander vernetzen (SAVAGE et al. 1992). Weiterhin werden adhäsive 
Moleküle wie das P-Selektin und CD40-Liganden auf der Oberfläche exprimiert (HENN et al. 
1998). 
Thrombin löst zum einen durch eine starke Aktivierung der Plättchen die irreversible 
Aggregation (Thromboxan A2) und zum anderen die Fibrinbildung aus. Das feste Fibrinnetz 
sorgt dann für einen sicheren Verschluss des Gefäßwanddefektes (WEISS et al. 1990).  
Das Thrombin wirkt auf sogenannte protease-activated-receptors (PAR) des Plättchens. 
Dabei wird der extrazelluläre Terminus des Thrombinrezeptors so gespalten, dass das neue 
Ende umklappt und eine weiter proximal gelegene Bindungsstelle besetzt. Diese Bindung 
bewirkt schließlich eine Signaltransduktion mit nachfolgender Calcium-Freisetzung. Bei 
A B 
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humanen Plättchen sind zurzeit der PAR 1 und der PAR 4 bekannt (VU et al. 1991; XU et al. 
1998). PAR 1 wird sehr effektiv von geringen α-Thrombin Konzentrationen (10 nM) aktiviert 
(O'BRIEN et al. 2000). PAR 4 benötigt etwa die 100-fache Menge (XU et al. 1998). Zur 
Rezeptoraktivierung können neben dem Thrombin auch andere Serinproteasen wie Trypsin 
oder Plasmin bzw. Cathepsin eingesetzt werden. Die Substratspezifität des Trypsins ist bei 
kleinen Peptiden die gleiche wie bei Thrombin. Nur bei größeren Proteinen wirkt das 
Thrombin hoch selektiv im Gegensatz zu Trypsin (BLOMBACK et al. 1967; SHERRY et al. 
1954). Ebenso ist zur Stimulierung der PAR die Verwendung von Peptiden möglich, die der 
Aminosäuresequenz des neuen Endes gleichen. Für PAR 1 eignet sich das SFLLRN 
(DOHLMAN et al. 1991; LIU et al. 1991) und für PAR 4 das AYPGKF (FARUQI et al. 
2000) oder das GYPGKF (HOLLENBERG et al. 2002). Somit ist es möglich, die Wirkung 
der aktivierten PAR 1 und PAR 4 einzeln zu untersuchen, ohne dass gleichzeitig eine 
Proteaseaktivität des Thrombins vorhanden ist. Weitere typische Substrate des Thrombins 
sind neben den PAR die Gerinnungsfaktoren XIII, VIII, V und das Fibrinogen. 
Aufbau und Funktion des Thrombins 
Thrombin ist eine multifunktionale Serinprotease. Die inaktive Vorstufe Prothrombin wird in 
der Leber gebildet und ins Blut abgegeben. Die physiologische Konzentration beträgt 
100 µg/ml im Plasma (BLANCHARD et al. 1981). Thrombin entsteht aus Prothrombin nach 
Aktivierung der Gerinnungsfaktoren. Gerinnungsfaktoren sind proteolytische Enzyme, die in 
inaktiver Form im Plasma vorliegen und sich kaskadenartig nacheinander aktivieren 
(Aktivierungsphase). Prothrombin wird durch den Prothrombinase-Komplex zu α-Thrombin 
umgewandelt. Er besteht aus Prothrombin, Faktor Xa und Va, welche nur mittels Calcium und 
nur auf einer Zelloberfläche wie z. B. auf Blutplättchen (Plättchenfaktor 3) aktiviert werden 
kann (ROSING et al. 1980). Die Aktivierungsphase endet mit der Generierung des aktiven 
Enzyms Thrombin, das die Koagulationsphase einleitet.  
In der Koagulationsphase wird Fibrin gebildet. Es entsteht aus der Vorstufe Fibrinogen, das 
aus 2 Untereinheiten zusammengesetzt ist. Thrombin spaltet die Arginylbindungen des 
Fibrinogens und setzt die Fibrinopeptide A und B frei. Übrig bleibt dann das Fibrinmonomer. 
Es lagert sich in Anwesenheit von Fibrinopeptid A und Calcium spontan zu Fibrinpolymeren 
zusammen. Dieses lösliche Fibrin wird durch den fibrinstabilisierenden Faktor XIII in 
unlösliches Fibrin überführt. Um eine Überreaktion zu vermeiden, wird vorhandenes 
Thrombin schnell neutralisiert durch Antithrombin III (TOLENTINO et al. 2002).  Nur direkt 
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im Fibrinnetz eingebundenes Thrombin kann nicht neutralisiert werden  und ist noch bis zu 2 
Wochen aktiv (FRANCIS et al. 1983). Bis zu 30 % des Thrombins adsorbieren am Fibrin 
(KUMAR et al. 1994). Dadurch wird nach Endothelverletzungen der Thrombus 
aufrechterhalten und gefestigt. 
2.1.3 Funktionen der Blutplättchen 
Blutstillung/Blutgerinnung 
Die Plättchen sind für die Blutungsstillung verantwortlich. Nach Verletzung eines Gefäßes 
liegen Substanzen der interzellularen Matrix wie z.B. Kollagen frei, an das sich mit Hilfe des 
vWF Plättchen binden und adhärieren. Die Plättchen werden durch den Kontakt aktiviert, 
aggregieren und schütten dann ihre Granula aus. Der aus den Granula freigesetzte Botenstoff 
ADP rekrutiert daraufhin weitere Plättchen, die sich auf das vorhandene Aggregat lagern, 
wodurch die Blutung vorläufig gestoppt wird. Gleichzeitig wird durch das freigesetzte 
Gewebsthromboplastin die Blutgerinnung ausgelöst, die das flüssige Blut unter Bildung des 
Fibrins in einen gelartigen Zustand überführt. Das mit Fibrin vernetzte Plättchenaggregat lässt 
einen festen Thrombus entstehen, der die Verletzung sicher abdeckt (LÖFFLER 1999). Die 
Blutgerinnung wird durch aktivierte Plättchen gefördert,  indem die Proteasen und Cofaktoren 
der Gerinnungskaskade an der Plättchenoberfläche binden und mit den nach außen gekehrten 
Phospholipoproteinen (Plättchenfaktor 3) der Plättchenmembran wechselwirken (WEISS et 
al. 1990). Des Weiteren werden diese Proteasen auf der Plättchenoberfläche vor einem 
vorzeitigen Abbau geschützt. Auf diese Weise wird die Gerinnung lokal gefördert und die 
systemische unterbunden. Außerdem sind in den Granula der Plättchen Gerinnungsfaktoren 
gespeichert (V, VIII, XI, XIII), die nach der Aktivierung freigesetzt werden und so die 
Gerinnung beschleunigen (BOUCHARD et al. 2002). Dass die Plättchen auch in vivo 
prokoagulatorisch wirken, zeigt ein Experiment von BUTENAS et al. (2001); sinkt die 
Plättchenanzahl im Blut auf den Wert von 0,1x108/ml, kommt es zu einer verlängerten 
Gerinnungszeit. (BUTENAS et al. 2001). 
Entzündung  
Plättchen wirken auch an Entzündungsprozessen im Körper mit. Sie interagieren mit 
Leukozyten, indem sie Entzündungsmediatoren synthetisieren und speichern und diese nach 
Stimulierung aus ihren Granula freisetzen. Die Entzündungsmediatoren induzieren zum einen 
eine erhöhte Gefäßpermeabilität, die es den Leukozyten erleichtert, aus den Gefäßen ins 
entzündete Gewebe einzudringen (Serotonin, Histamin), und stimulieren zum anderen die 
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Chemotaxis von Leukozyten (PAF, PDGF, PF4, NAP-2, RANTES, TGF-β). Zur Übersicht 
siehe KLINGER 2002. (KLINGER 2002).  
Das Eindringen der Leukozyten ins entzündete Gewebe wird durch die Enzyme Kollagenase 
und Elastase aus den Plättchen erleichtert, da sie das Gewebe aufweichen. Die 
Entzündungsmediatoren aktivieren außerdem neutrophile Granulozyten, die dann ihrerseits 
Radikale bilden (WARD et al. 1988) und degranulieren (ADP, NAP-2). Plättchen stimulieren 
die Proliferation (PDGF, TGF-β) von Monozyten, Fibroblasten und glatten Muskelzellen der 
Gefäßwand (MANNAIONI et al. 1997). Überdies bewirken sie die Degranulation (RANTES) 
von Basophilen (KLINGER 1997). Ferner erhöht der Plättchenfaktor 4 die Adhärenz von 
Eosinophilen und die Ausdifferenzierung von Makrophagen (SCHEUERER et al. 2000).  
Plättchen und Entzündungszellen adhärieren miteinander und bilden während einer 
Entzündung Komplexe. Diese sorgen nicht nur für einen schnellen Austausch von 
Mediatoren, sondern ermöglichen auch die Bildung neuer Mediatoren, die die isolierte Zelle 
allein nicht synthetisieren kann (HERD et al. 1994; PALMANTIER et al. 1991).  
Diese Interaktionen führen zu einer schnellen lokalen Anreicherung und Stimulierung der 
Entzündungszellen in einem Infektions- und Entzündungsherd und optimieren so die 
Infektabwehr des Körpers.  
Infektabwehr  
Plättchen unterstützen nicht nur die Entzündungszellen in der Infektabwehr, sondern besitzen 
auch selbst Abwehrmechanismen.  
Plättchen binden einige Pathogene und reagieren auf diese Pathogene mit einer Stimulierung. 
Eine solche Bindung von Pathogenen kann unspezifisch sein und durch Ladung oder 
hydrophobe Wechselwirkungen zustande kommen (YEAMAN et al. 2002), oder sie wird 
spezifisch durch Rezeptoren vermittelt (ALUGUPALLI et al. 2001). Plättchen besitzen 
ähnliche Rezeptoren wie die Leukozyten, mit denen sie auf eine Vielzahl von Pathogenen wie 
Viren, Pilze, Protozoen und Bakterien reagieren können. Sie weisen z B. die FcγRII-
Rezeptoren (ROSENFELD et al. 1985) auf oder den Rezeptor für das C-reaktive Protein 
(BOUT et al. 1986), weiterhin den CD36- Rezeptor, den Komplementrezeptor CR3 
(COSGROVE et al. 1987), Rezeptoren für C3a und C5a und die Chemokinrezeptoren CCR1, 
CCR3, CCR4 und CXCR4 (CLEMETSON et al. 2000). Manche Pathogene binden indirekt 
durch ein Brückenmolekül. Zum Beispiel können Pathogene durch Plasmabestandteile wie 
Fibrinogen (CHEUNG et al. 1991; CLAWSON et al. 1980), Fibronektin (TOY et al. 1985) 
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und Cofaktoren, für welche es bereits Rezeptoren auf der Plättchenoberfläche gibt, an 
Plättchen binden. Yersinia pseudotuberculosis beispielsweise ahmt sogar ein adhäsives 
Plasmamolekül mit dem Protein Invasin nach. Damit haftet das Bakterium am 
Plättchenrezeptor GPIc/GP IIa (α5β1), der normalerweise das Plasmamolekül Fibrinonektin 
bindet (SIMONET et al. 1992).  
In früheren Studien wurde vermutet, dass Plättchen Infektionen eher begünstigen, weil sie 
nach dem Kontakt mit Pathogenen mit Aggregation und Ausbildung einer adhäsiven 
Oberfläche reagieren (ROBERTS et al. 1972). An dem entstandenen Thrombus mit der 
adhäsiven Fibrinoberfläche können die Pathogene leicht anhaften und sich lokal anreichern 
(KLOTZ et al. 1989; SCHELD et al. 1978). Des Weiteren wurde postuliert, dass Plättchen 
Pathogene internalisieren und diese dadurch vor den Leukozyten und vor Antibiotika schützen 
können (CLAWSON et al. 1971; WEKSLER 1992). 
Heute gibt es eine Vielzahl an Beweisen, dass Plättchen an der Infektabwehr beteiligt sind: 
Plättchen locken Leukozyten an und unterstützen die Phagozytose und Degranulation der 
Leukozyten. Sie fördern die Blutgerinnung und decken damit potenzielle Eintrittspforten für 
Pathogene ab. Plättchen speichern mikrobiozide Peptide, synthetisieren reaktive Sauerstoff-
spezies (ROS), können Fremdkörper phagozytieren und das Komplement aktivieren (siehe 
Kap.2.2). Außerdem verstärken die mikrobioziden Peptide der Plättchen synergistisch die 
Wirkung der Antibiotika (ASENSI et al. 1991; XIONG et al. 1999; YEAMAN et al. 1992).  
In einigen in vitro Experimenten und klinischen Studien wird die Beteiligung der Plättchen an 
der Abwehr vaskulärer Infektionen deutlich (BAYER et al. 1998; KUPFERWASSER et al. 
2002; MERCIER et al. 2000; SULLAM et al. 1993). So zeigte sich bei den Untersuchungen 
an einem Endokarditis-Modell von SULLAM et al. (1993), dass Kaninchen mit Thrombo-
zytopenie eine höhere Konzentration von Streptococcus sangui auf den Herzklappen 
aufweisen als die Kontrolltiere. 
Eine Thrombozytopenie geht auch beim Menschen mit einer erhöhten Morbidität und 
Mortalität einher (CHANG et al. 2000; FELDMAN et al. 1991; KIRKPATRICK et al. 1994). 
CHANG et al. (2000) untersuchten den Zusammenhang zwischen Infektionsrate und 
Thrombozytopenie bei Lebertransplantationspatienten. Sie fanden heraus, dass eine anhaltend 
niedrige Anzahl von Plättchen zu einer eingeschränkten Infektabwehr führt und dass 
Überlebende eine signifikant höhere Anzahl von Plättchen aufwiesen. FELDMAN et al. 
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(1991) beschrieben, dass ältere Patienten mit einer Thrombocytopenie häufiger eine lobäre 
Pneumonie als Patienten mit normalen Thrombozytenzahlen entwickelten. KIRKPATRICK et 
al. (2004) verzeichneten bei Patienten, die an Pneumokokkenmeningitis litten, eine erhöhte 
Mortalität bei denjenigen, die zusätzlich eine Thrombozytopenie aufwiesen. 
Wachstumsfaktoren/Wundheilung  
Nach einer Verletzung wird nicht nur die Blutstillung von den Plättchen gesteuert, sondern 
auch die Wundheilung gefördert. Plättchen speichern verschiedene Wachstumsfaktoren in 
ihren α-Granula (Kap 2.1.1), die die Proliferation von Zellen begünstigen. 
Das VEGF zum Beispiel wird nach Thrombin-Stimulation aus Plättchen freigesetzt und 
erleichtert die Migration von Leukozyten und Endothelzellen der Gefäßwand. Es induziert 
überdies die Angiogenese in der Wundheilung (MALONEY et al. 1998; MOHLE et al. 1997; 
VERHEUL et al. 1997; WARTIOVAARA et al. 1998). Das PDGF wirkt chemotaktisch auf 
Leukozyten und lässt Fibroblasten und glatte Muskelzellen proliferieren (CLAESSON-
WELSH 1996). Der Wachstumsfaktor TGF-β wiederum unterstützt ebenfalls die 
Wundheilung, indem er die Proliferation von Fibroblasten fördert (WAHL et al. 1987). Das 
FGF schließlich stimuliert besonders Endothelzellen und ist somit neben Angiopoetin und 
VEGF maßgeblich an der Angiogenese beteiligt (LI et al. 2001; ORNITZ et al. 1996). Alle 
diese Faktoren beschleunigen den Wundheilungsprozess nach einer Verletzung. 
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2.2 Die unspezifische Abwehr 
Die unspezifische Abwehr ist angeboren und bedarf keines vorherigen Kontaktes mit einem 
Antigen, um wirken zu können. Sie braucht keine spezifischen Antikörper, kann aber durch 
sie aktiviert werden. Die unspezifische Abwehr ist die erste verfügbare Verteidigung gegen 
Pathogene und kann eine Infektion eindämmen, bis die spezifische Abwehr aktiv wird. Sie 
besteht aus humoralen und zellulären Komponenten wie in Tabelle II beschrieben (KELLER 
1987). 
Tab. II: Komponenten der unspezifischen Abwehr 
Humoral (gelöst im Serum) Zellulär (vermittelt durch Zellen) 
- Komplementsystem 
- Lysozym 
- C-reaktives Protein 
      (Akutes Phase Protein) 
- Interferon 
- mikrobiozide Peptide  
      (z.B. Defensine) 
- Interleukine 
 
-  Chemotaxis 
- Phagozytose  
- Radikalproduktion 
- Zytolyse 
 
   
2.2.1   Mikrobiozide Peptide 
Mikrobiozide Peptide sind kleine, kationische und amphiphile Peptide mit ca. 12-50 
Aminosäuren, die in der Lage sind, Pathogene abzutöten. Durch ihre positiv geladene und 
hydrophobe Oberfläche zerstören sie die Membranen der Pathogene (SCHNEIDER et al. 
2005). Sie werden in den Granula der Leukozyten und auch der Plättchen gespeichert. 
Extrazelluläre Peptide stammen daher meistens aus degranulierten Zellen. Manche Peptide 
können aber auch in der Leber gebildet werden und werden als „Akute Phase Proteine“ 
bezeichnet (LEVY 2000). Man glaubt, dass die positiven Ladungen der mikrobioziden 
Peptide an die negativ geladene Oberfläche der Gram-negativen (Lipopolysaccharide) und 
Gram-positiven (Lipoteichonsäure) Bakterien binden. So werden die  Calcium- und 
Magnesiumionen aus ihren Bindungen verdrängt, wodurch die Bakterienmembran durchlässig 
wird (HANCOCK 1997). Möglich ist auch, dass die Peptide die Oberfläche wie einen 
Teppich überziehen und so als Detergenz wirken können (HANCOCK et al. 2000). 
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Bis jetzt sind mehrere hundert mikrobiozide Peptide bekannt, die vier verschiedene Strukturen 
enthalten können: 
-  amphiphile α-Helix ohne Cysteinreste  
- lange α-Helix ohne Cysteinreste 
- Schleifenstruktur mit 1 Disulfidbrücke 
- β-blattförmige Struktur mit 2-3 Disulfidbrücken (Defensine) 
Die humanen Defensine sind am besten erforscht. Defensine bestehen aus 30 bis 40 
Aminosäuren und haben ein molekulares Gewicht (MW) von 3-4 kDa. Sie werden in α, β und 
θ -Defensine unterteilt.  
Die Vorstufen der α-Defensine werden in Neutrophilen (azurophile Granula und 
Phagozytosevakuolen) und Panethzellen (in Darmkrypten) gebildet. Diese Propeptide werden 
durch Proteasen in aktive Formen gespalten (z.B. humanes Defensin 5 und 6). β-Defensine 
wurden in Epithelzellen, Leukozyten, Urin und auch im Blutplasma im nanomolaren Bereich 
nachgewiesen und werden als humane β-Defensine 1 bis 5 bezeichnet (BENSCH et al. 1995). 
Mikrobiozide Peptide in Plättchen 
Vor mehr als 100 Jahren wurde erstmalig die bakterizide Eigenschaft des Blutes erwähnt 
(FODOR J 1887). Neben den Komponenten des Immunsystems wie Komplement oder 
Antikörper wurde 1974 das dafür mitverantwortliche β-Lysin aus Plättchen isoliert. Es wird in 
Plättchen von Kaninchen gespeichert, kommt aber in geringerem Ausmaß auch in Menschen 
vor (DONALDSON et al. 1974; DONALDSON et al. 1977). Im Jahre 1960 beschrieb 
HIRSCH die bakterizide Wirkung von Kaninchenserum und bemerkte, dass diese erst nach 
der Gerinnung auftrat. Außerdem stellte er fest, dass Plasma seine bakteriziden Eigenschaften 
nur dann wiedergewinnt, wenn Plättchen, nicht aber Leukozyten oder Erythrozyten 
zugegeben werden (HIRSCH 1960). Diese mögliche bakterizide Wirkung von Blutplättchen 
wurde erst wieder in den letzten 30 Jahren verfolgt. So fanden NACHMAN et al. (1972) und 
die Gruppe um YEAMAN (1997) bakterizide Peptide in Kaninchenplättchen. (NACHMAN et 
al. 1972; YEAMAN et al. 1997).  
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Im Jahre 2000 wurden mikrobiozide Peptide erstmalig von KRIJGSVELD et al. (2000) in den 
Granula menschlicher Plättchen entdeckt und nannten sie Thrombozidine 1 und 2. Zum 
Abtöten von Bacillus subtilis sind Konzentrationen von 0,4 µM des Thrombozidin 1 oder 
0,7 µM des Thrombozidin 2 nötig. Thrombozidine entstehen wie die Defensine auch aus einer 
Vorläuferform, die durch eine Protease in die aktive Form überführt wird. Solch ein Propeptid 
ist das neutrophil-activating peptide-II (NAP-2), das nur durch die Abspaltung von 2 
Aminosäuren zum Thrombozidin wird. Welche Protease für diese Spaltung verantwortlich ist, 
ist noch nicht aufgeklärt (KRIJGSVELD et al. 2000). Es wird vermutet, dass das im 
Gerinnungsprozess entstehende Thrombin in der Lage ist, diese Peptide aus der 
Vorläuferform zu generieren (YEAMAN et al. 2002).  
2 Jahre später beschrieben TANG et al. (2002) weitere bakterizid wirkende Peptide in 
Plättchen, die sie als  Plättchenfaktor 4 (PF4), RANTES, connective tissue activating peptide 
3 (CTAP3), platelet basic protein (PBP), Thymosin β-4 (Tβ-4) und Fibrinopeptid A and B 
(FP-A, B) identifizierten. Außer FP-A und B sind diese Proteine auch in unstimulierten 
Plättchen zu finden (TANG et al. 2002).  
PF-4, PBP, CTAP3 und NAP-2 und RANTES sind Chemokine. Neben der direkten 
mikrobioziden Wirkung auf Pathogene wirken sie auch als Entzündungsmediatoren, welche 
Neutrophile, Makrophagen und Monozyten anlocken und stimulieren können (YEAMAN et 
al. 2002). 
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2.2.2  Reaktive Sauerstoffspezies  
Die Bezeichnung Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) beinhaltet eine Reihe von 
unterschiedlichen Molekülen, die sich direkt vom Sauerstoff ableiten. Radikalische ROS sind 
Superoxid (O2-), Hydroxylradikal (OH°), Peroxylradikal (RO2°), Alkoxylradikale (RO°) und 
Hydroxyperoxylradikal (HO2°). Nicht radikalische ROS sind Wasserstoffperoxid (H2O2), 
hypochlorige Säure (HOCl), Ozon (O3) und Peroxinitrit (ONOO-). ROS haben vielerlei 
Funktionen im Körper. Sie fungieren als Elektronenüberträger in der Atmungskette oder als 
Second Messenger, die die Wachstumsfaktoren oder die Cytokinfreisetzung regulieren 
(KROTZ et al. 2004) und den Gefäßwandtonus beeinflussen. In höheren Konzentrationen 
wirken die ROS bakterizid und werden deswegen bei der Infektabwehr von 
phagozytosebefähigten Zellen produziert. 
Neutrophile Granulozyten produzieren während der Phagozytose große Mengen von ROS, um 
Bakterien abzutöten (BABIOR 1978; CLIFFORD et al. 1982; KLEBANOFF 1967). Sie 
verbrauchen dabei viel Sauerstoff, weswegen dieser Prozess auch „Respiratory burst“ genannt 
wird (JANDL et al. 1978).  
Hauptsächlich wird dabei O2- gebildet, das entweder spontan oder durch SOD in H2O2 
umgewandelt wird. O2- ist hochreaktiv und kann entweder zu O2 oxidiert oder zu H2O2 
reduziert werden, wobei eine große Menge an Energie frei wird (YAMAZAKI et al. 1963). 
H2O2 wirkt nur in hohen Konzentrationen bakterizid (KARNOVSKY 1994)), wird aber 
besonders in Neutrophilen durch die Myeloperoxidase in z.B. HOCl umgewandelt 
(KLEBANOFF et al. 1972). Dieses so genannte Klebanoff-System spaltet Peptidbrücken und 
zerstört Aminosäuren, Aldehyde und Ammonium (ZGLICZYNSKI et al. 1971). Sowohl O2- 
als auch OH° sind hoch reaktive Stoffe, die zur Lipidperoxidation und zur Oxidation und 
Schädigung von Nukleinsäuren und Proteinen führen (BADWEY et al. 1980). Die große 
Bedeutung des sauerstoffabhängigen Killings konnte in einem Experiment gezeigt werden, 
wonach Neutrophile unter Sauerstoffabschluss 81 % weniger Staphylococcus aureus abtöteten 
(HAMPTON et al. 1995). 
Die wichtigste Superoxidquelle in neutrophilen Granulozyten ist die NAD(P)H-Oxidase. 
Dieser Enzymkomplex setzt sich aus 3 cytoplasmatischen (p47 phox, p67 phox und p40 phox) 
und 2 membrangebundenen Komponenten zusammen (p22 phox und gp91 phox). Nach der 
Aktivierung der Zelle phosphoryliert die Proteinkinase K das p47, das darauf mit p67 und p40 
an den membrangebundenen Komponenten bindet. Die so funktionstüchtige NAD(P)H-
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Oxidase bindet NAD(P)H oder FAD und überträgt Elektronen auf Sauerstoff, so dass 
Superoxid entsteht (NARDI et al. 2004). Diese NAD(P)H-Oxidase kommt in vielen Zellen 
wie Endothelzellen, Fibroblasten, Muskelzellen, Osteoklasten und auch in Plättchen vor 
(GRIENDLING et al. 2000).  
H2O2 entsteht durch spontane Umwandlung oder durch SOD aus O2- und ist daher direkt 
abhängig von der Funktion der NAD(P)H-oxidase. Als weitere Quelle des H2O2 wird die 
NADH-Oxidase angegeben (BRIGGS et al. 1975).  
Durch die Inkubation mit Phorbolestern, z.B. dem Tumorpromotor Phorbol-Myristat-Acetat 
(PMA) kann eine indirekte Aktivierung der NAD(P)H-Oxidase erreicht werden. PMA hat 
aufgrund seiner Struktur die Fähigkeit, die Proteinkinase C zu aktivieren, was zu einer 
Phosphorylierung von Membranproteinen und dabei zu einer Stimulierung der NAD(P)H-
Oxidase führt (LIU et al. 1998). 
Diphenoliumiodid (DPI) hemmt die NAD(P)H-Oxidase und somit die Superoxidbildung in 
Neutrophilen (CROSS et al. 1986). Hampton et al. (1995) beschrieb eine starke Hemmung 
des Killings von Staphylococcus aureus um 77 % nach Gabe von DPI. (HAMPTON et al. 1995).  
DPI ist ein Inhibitor des in der Oxidase befindlichen Flavoproteins (O'DONNELL et al. 1993) 
und inhibiert deshalb auch die NADPH-Oxidase anderer Zellen (NARDI et al. 2004). So 
konnte bereits eine hemmende Wirkung des DPI auf die O2--Bildung von Plättchen 
nachgewiesen werden (PIGNATELLI et al. 1998). 
DPI hemmt allerdings nicht nur die extrazelluläre ROS-Freisetzung, sondern auch das ROS 
der intrazellulären Signalwege. So werden ebenfalls die Enzyme der mitochondrialen 
Atmungskette (LI et al. 1998) und weitere Flavoenzyme wie die NO-Synthasen und die 
Xanthinoxidoreduktasen geblockt (SANDERS et al. 1997; WEVER et al. 1997). 
SALVEMINI et al. (1991) untersuchten die Plättchenaggregation nach DPI-Zugabe und 
fanden heraus, dass die thrombininduzierte Aggregation der Plättchen durch DPI (0,25 -
 2 µM) gehemmt wird. DPI besitzt daher noch weitere Nebeneffekte. 
Freie Radikale sind an der Entstehung von Krankheiten beteiligt, wenn eine Imbalance 
zwischen anfallenden ROS und den antioxidativen Schutzmechanismen der Zelle besteht. 
Deswegen besitzt der Körper antioxidative Schutzmechanismen, die die ROS abbauen wie 
  Literaturübersicht   
 16 
zum einen Enzyme wie die Superoxiddismutase (SOD), Katalase und die 
Gluthadionperoxidase, und zum anderen die Vitamine E und C.  
SOD ist ein Enzym, das sehr schnell (2x109 M/sec) Superoxid in Wasserstoffperoxid 
umwandelt.  
2 O2- + 2 H+ SOD → O2 + H2O2 
Das Enzym kommt in Zellen vieler Spezies vor, und besitzt einen Metallanteil im 
katalytischen Zentrum (Mn-SOD, Fe-SOD, Cu/Zn-SOD). Die humane Cu/Zn-SOD ist 
vorrangig im Zytoplasma, aber auch in Lysosomen, und im Kern zu finden. Die Mn-SOD 
befindet sich nur in den Mitochondrien, die Fe-SOD nur in Bakterien. Plättchen enthalten ca. 
1 fg SOD pro Plättchen, was ca. 1/5 der Menge in einem Neutrophilen entspricht (MARCUS 
1979).  
Die Katalase ist ein Enzym, das die Spaltung von Wasserstoffperoxid zu Wasser katalysiert. 
H2O2 →  O2 + 2 H2O 
Hauptaufgabe der Katalase ist die Zerstörung des Zellgifts Wasserstoffperoxid. Dieses stammt  
vor allem aus O2-, das durch die SOD zu Wasserstoffperoxid umgesetzt wird. Sie kommt 
ubiquitär in Säugetieren, besonders in Peroxisomen und in einigen Bakterienspezies 
(katalasepositiv) vor. 
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ROS-Bildung in Plättchen 
Auch Plättchen sind in der Lage, ROS zu bilden. Erstmals 1977 von MARCUS et al. und 
1982 von FINAZZI et al. beschrieben, produzieren Plättchen in geringen Mengen ROS wie 
Superoxid (MARCUS et al. 1977) und Wasserstoffperoxid (FINAZZI-AGRO et al. 1982).  
MARCUS et al. (1977) postulierten, dass Plättchen ständig eine Basisproduktion an 
Superoxid aufrecht erhalten und diese Menge normalerweise nicht durch weitere Stimulation 
erhöht wird, da die zum Zellschutz vorhandenen Antioxidantien wie die Ascorbinsäure und 
die Glutathion-Peroxidase (GSH) üblicherweise sofort die Radikale wegfangen (MARCUS et 
al. 1977). Andere Autoren hingegen konnten die Radikalbildung durch Stimulation der 
Plättchen mit Kollagen (CACCESE et al. 2000; KROTZ et al. 2002), Arachidonsäure 
(CACCESE et al. 2000; MARESCA et al. 1992) oder PMA (KROTZ et al. 2002; MARESCA 
et al. 1992) erhöhen. Manche Autoren fanden nach Thrombin-Stimulierung eine Steigerung 
der ROS-Bildung (MARESCA et al. 1992; WACHOWICZ et al. 2002), wohingegen andere 
Autoren keine erhöhte Radikalproduktion nach Zugabe von Thrombin fanden (CACCESE et 
al. 2000; KROTZ et al. 2002). Die Ergebnisse quantitativer O2--Messungen wurden in Tab. III 
zusammengefasst. 
Tabelle III: O2--Freisetzung von Plättchen  
Autor Nachweis Stimulation O2- nM Plättchenanzahl Inkubationszeit 
Marcus 
(1977) 
Cytochrom C 
 
unstimuliert 
Kollagen 40 
µg 
0,69 ± 0,23 
0,76 ± 0,35 
 
109 10 min 
Pignatelli 
(1998) 
Lucigenin Kollagen 1 
µg 
DPI 50 µM 
2,1 ± 0,2 
1,2 ± 0,2 
3x108/ml 
 
3 min 
Krötz  
(2002) 
Cytochrom C unstimuliert 
Kollagen 6 
µg/l 
0,16 ± 0,004 
0,32 ± 0,008 
105 
 
10 min 
 
Welche Aktivierungswege für die ROS-Bildung in Plättchen verantwortlich sind, war 
Gegenstand vieler Untersuchungen. In Experimenten von MARCUS et al. (1977) z.B. wurde 
die Radikalproduktion nicht durch Aspirin oder Thrombin beeinflusst. CACESSE et al. 
(2000) dagegen konnten die Bildung von Superoxid durch Aspirin hemmen, was für eine 
wichtige Rolle des Arachidonsäureweges sprechen würde. Weitere Untersuchungen 
bestätigten anhand von Superoxid- und OH-Messungen der Plättchen, dass diese keine ROS 
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produzieren, wenn der Arachidonsäureweg gestört ist (LEO et al. 1997). Die  H2O2-Gabe 
führte zudem zur Aktivierung des Arachidonsäurewegs in Plättchen (IULIANO et al. 1994; 
PIGNATELLI et al. 1998). Diese Ergebnisse sprechen für eine Beteiligung des 
Arachidonsäureweges bei dem ROS-Metabolismus von Plättchen. 
Als wichtigste Superoxidquelle in Plättchen wird wie bei den Neutrophilen die NAD(P)H-
Oxidase angesehen. Einige ihrer Bestandteile sind vor kurzem in Plättchen gefunden worden 
(KROTZ et al. 2002; NARDI et al. 2001; SENO et al. 2001).  
Plättchen produzieren nicht nur ROS, sondern reagieren auch auf die ROS-Freisetzung mit 
Aktivierung und Aggregation (CACCESE et al. 2000; IULIANO et al. 1997; PIGNATELLI 
et al. 1998; PULCINELLI et al. 2001). In Experimenten von MARCUS et al. (1977) 
verhinderten Antioxidantien die Aggregation der Plättchen.  
Die aktivierten Komplexe der NAD(P)H-Oxidase führen zur Ausbildung sogenannter „ruffled 
membranes“. Ruffled Membranes sind eine lokale Reorganisation der Plasmamembran und 
werden durch Aktin-Polymerisation hervorgerufen. Sie wurden bei Osteoklasten (KEY, JR. et 
al. 1994) und Neutrophilen (ROBINSON et al. 1995) entdeckt. Auch bei Plättchen konnten so 
genannte ruffled membranes (Abb. 2) an Bindungsstellen zwischen Plättchen und Bakterien 
anhand von elektronenmikroskopischen Untersuchungen festgestellt werden (KLINGER et al. 
2003). 
Erste Hinweise, dass die ROS-Freisetzung der Plättchen zytozid wirkt, fanden Autoren  beim 
IgE-vermittelten Abtöten von Helminthen (JOSEPH et al. 1985; TRAN et al. 1992).  Zudem 
fand unsere Arbeitsgruppe in früheren Untersuchungen heraus, dass die Zugabe des 
Antioxidans Vitamin E (α-Tocopherol) das Plättchen-vermittelte Abtöten von Bakterien 
verminderte (nicht veröffentlichte Daten). 
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Abb. 2: Ruffled Membrane 
Eine „ruffled membrane“ (Pfeil) weist an einer Bindungsstelle zwischen Plättchen und 
B. subtilis (Bs) auf eine aktivierte NAD(P)H-Oxidase hin. 
 
2.2.3   Komplement 
Das Komplementsystem ist ein Teil der unspezifischen Abwehr und arbeitet eng mit der 
spezifischen Abwehr zusammen. Es kommt im Serum und im Plasma vor und besteht aus 
ca. 30 löslichen und zellassoziierten hitzelabilen Proteinen (WALPORT 2001).. Bis heute 
sind die 9 Plasmafaktoren C1 bis C9 bekannt, die teils in Monozyten und Makrophagen 
(PETRY et al. 2001), überwiegend jedoch in der Leber gebildet werden. Die Aufgaben des 
Komplements bestehen darin, Pathogene zu opsonieren, Entzündungszellen durch Mediatoren 
wie z.B. C5a und C3a anzulocken, zur Phagozytose anzuregen (C5a, C3b) und eingedrungene 
Pathogene mittels des cytolytischen Membrankomplexes zu lysieren (FEARON et al. 1997).  
Das Komplementsystem verbindet die unspezifische Abwehr mit der spezifischen 
(BARRINGTON et al. 2001), indem es Bakterien für die Makrophagen nicht nur opsoniert, 
sondern auch die T-Zellantwort fördert. Zudem wird das Komplementsystem selbst durch 
Antikörper des spezifischen Systems aktiviert. Die Aktivierung kann durch drei Wege 
erfolgen, die schließlich zur Ausbildung des cytolytischen Membrankomplexes (C5b-9) 
führen. Der Membrankomplex vermag Fremdzellen und Bakterien zu schädigen, indem er 
Poren in der Membran entstehen lässt (ESSER 1991).  
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Auch körpereigene Zellen wie zum Beispiel Plättchen werden durch diesen Membrankomplex 
aktiviert. Plättchen degranulieren nach dieser Aktivierung (HANSCH et al. 1985; WEKSLER 
et al. 1973). Die Zellen schützen sich aber vor eigener Schädigung durch hemmende 
Regulatorproteine, die die Bakterien nicht besitzen.   
 Komplement und  Plättchen 
Plättchen und Komplementfaktoren aktivieren sich gegenseitig. Dieser Effekt scheint sich 
durch Thrombin zu verstärken:  
Zum einen besitzen Plättchen Komplementrezeptoren für die Faktoren C3b und C5b 
(COSGROVE et al. 1987). Dadurch wird das Komplement fixiert und lokal angereichert auf 
der Plättchenoberfläche. Zum anderen fördert der Faktor D, eine Serinprotease und ein 
Akutes-Phase-Protein, das auch in den Plättchengranula vorkommt, die Aktivierung des 
Komplements. Der Faktor D wird nach Thrombinstimulierung von Plättchen freigesetzt 
(KENNEY et al. 1981). Auf diese Weise begünstigt ein thrombinstimuliertes Plättchen die 
Komplementaktivierung. Plättchen vermitteln zudem die Zusammenlagerung des 
cytolytischen Komplexes C5b-9
 
(POLLEY et al. 1983; POLLEY et al. 1981; ZIMMERMAN 
et al. 1976), ohne dabei selbst zu lysieren (ZIMMERMAN et al. 1976). Aber auch Thrombin 
selbst aktiviert das Komplement auf der Plättchenoberfläche (POLLEY et al. 1978; POLLEY 
et al. 1979). 
Die aktiven Faktoren C3b und C5b wiederum führen zur Stimulierung der Plättchen mit 
nachfolgender Radikalbildung (HENSON 1981) und Degranulation (HANSCH et al. 1985; 
WEKSLER et al. 1973). Thrombinstimulierte Plättchen aggregieren stärker, wenn 
Komplement (C3, C5-C9) anwesend ist.  
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2.2.4 Phagozytose 
Die Phagozytose ist eine Form der Endozytose. Unter Phagozytose versteht man die 
Aufnahme extrazellulärer fester Partikel durch Zellen. Sie umschließen den Fremdkörper und 
schleusen die Partikel durch Einstülpung und Abschnürung der Zellmembran in die Zelle ein, 
bis sich eine Vakuole ohne Verbindung zum Extrazellularraum bildet. Das Fremdmaterial wie 
z. B. Bakterien, Viren oder Pilze können dann mit Hilfe von Lysosomen und deren Enzymen 
abgebaut werden.  
Zu den Phagozyten gehören Makrophagen, Monozyten sowie neutro- und eosinophile 
Granulozyten. Aber auch Blutplättchen besitzen teilweise phagozytotische Eigenschaften. 
Phagozytose in Plättchen 
Ob Plättchen Fremdkörper phagozytieren können, wird seit Jahren kontrovers diskutiert. 
Blutplättchen besitzen 3 wichtige Voraussetzungen für die Phagozytose: Sie interagieren mit 
dem Fremdmaterial, besitzen Lysosome und speichern Entzündungsmediatoren in ihren 
Granula (MESEGUER et al. 2002; NACHMAN et al. 1972). 
LEWIS et al. (1976) zeigten erstmalig die Phagozytosefähigkeit an Plättchen mit kleinen 
Latexpartikeln (d = 0,1µm). Diese wurden durch das offene Kanalsystem endozytiert und 
fanden sich in kleinen Vesikeln im Zytoplasma wieder, die keine Verbindung nach außen 
besaßen. CLAWSON (1995) konnte jedoch keine Hinweise auf eine richtige Phagozytose von 
Bakterien finden. Er stellte fest, dass die Bakterien lediglich im Plättchenaggregat 
eingeschlossen sind und selten direkt von Plättchen aufgenommen werden (CLAWSON 1995; 
CLAWSON et al. 1975). WHITE (2005) postulierte, dass Bakterien zu groß sind, um aktiv 
von Plättchen aufgenommen zu werden. Die Plättchen bedecken deshalb nur das Bakterium, 
um das Fremdmaterial vom Blutstrom zu separieren. (WHITE 2005).  
YOUSSEFIAN et al. (2002) beobachteten eine erhöhte Aufnahme von Staphylococcus aureus 
in Plättchen nach Stimulation. Sie fanden aber keine Hinweise darauf, dass die phagozytierten 
Bakterien auch abgetötet werden. (YOUSSEFIAN et al. 2002).  
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2.3 Bacillus subtilis  
Der B. subtilis oder auch Heubazillus genannt ist ein Gram-positives, stäbchenförmiges, 
rundum begeißeltes Bakterium, das weit verbreitet in der Umwelt vorkommt. Zu der Gattung 
Bacillus gehörend, ist es auch ein aerob wachsender Sporenbildner und misst 2-3 µm in der 
Länge. Der Keim B. subtilis ist katalasepositiv und besitzt 3 verschiedene Katalasen, die ihn 
vor hohen H2O2- Konzentrationen schützen können (LOEWEN et al. 1987). In der 
vorliegenden Arbeit wurde der B. subtilis-Stamm S17 ATCC 6633 verwendet. 
Murphy et al. (1987) fanden heraus, dass der B. subtilis Subtyp JH642 bis zu einer 
Konzentration von 50 µM H2O2 keine Schäden aufweist, aber bei 10 mM H2O2 innerhalb 1 h 
fast vollständig abgetötet wird. Die Vorinkubation mit geringen H2O2-Konzentrationen 
verbesserte die H2O2-Resistenz des B. subtilis. Die Arbeitsgruppe entdeckte außerdem, dass 
die Sensitivität des B. subtilis stark abhängig von der Wachstumsphase ist. So ist der Keim 
während der stationären Wachstumsphase resistent gegen 10 mM H2O2, aber sensibel 
während der frühen log-Phase (DOWDS et al. 1987).  
(NO CI Die Generationszeit beträgt bei optimalen Bedingungen von 40 °C  26 min.  Er lässt 
Die Generationszeit beträgt bei optimalen Bedingungen von 40 °C  26 min.  Er lässt sich 
zuverlässig anzüchten und ist unempfindlich gegenüber Verpilzung. Bei Menschen wird 
gefriergetrockneter B. subtilis noch heute als Medikament gegen Haut-erkrankungen und 
Darmstörungen angewendet. Weiterhin wird es als Fungizid beim Aussähen von Gemüse oder 
Sojabohnen gebraucht. In der medizinischen Wissenschaft wird B. subtilis gern verwendet, da 
der Keim ungefährlich ist und trotzdem viele Ähnlichkeiten zu den pathogenen Erregern wie 
den Staphylokokken und den Listerien besitzt.im ungefährlich ist und trotzdem viele 
Ähnlichkeiten zu den pathogenen Erregern wie den Staphylokokken und den Listerien besitzt. 
zuverlässig anzüchten und ist unempfindlich gegenüber Verpilzung. Bei Menschen wird 
gefriergetrockneter B. subtilis noch heute als Medikament gegen Haut-erkrankungen und 
Darmstörungen angewendet. Weiterhin wird es als Fungizid beim Aussähen von Gemüse oder 
Sojabohnen gebraucht. In der medizinischen Wissenschaft wird B. subtilis gern verwendet, da 
der Keim ungefährlich ist und trotzdem viele Ähnlichkeiten zu den pathogenen Erregern wie 
den Staphylokokken und den Listerien besitzt.TATION DEFINITION) 
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2.4 Arbeitshypothese 
Thrombinstimulierte Blutplättchen sind dazu imstande, effektiv Bakterien der Spezies 
B. subtilis sowie Klebsiellen und Chlamydien abzutöten (KLINGER et al. 2003). Vor Beginn 
der Arbeit war bereits bekannt, dass Blutplättchen die Voraussetzungen bestimmter 
Killingmechanismen  erfüllen, die auch in Granulozyten vorkommen; die Speicherung von 
bakteriziden Peptiden, die Bildung von ROS und eine begrenzte Fähigkeit zur Phagozytose. 
Unsere Hypothese war, dass Plättchen mit Hilfe dieser bekannten Killingmechanismen die 
Bakterien abtöten können. In dieser Arbeit wurde diese Hypothese anhand folgender 
Fragestellungen überprüft: 
1. Können Plättchenüberstände, die bakterizide Peptide enthalten, B. subtilis abtöten? 
Haben bereits degranulierte Plättchen noch ein Killingpotenzial? 
2. Wie hoch ist die quantitative ROS-Produktion von Plättchen? Ist die ROS-Bildung 
nach Thrombinstimulation erhöht? Welche ROS-Konzentration wird benötigt, um 
B. subtilis abzutöten? Hat die Höhe der ROS-Freisetzung einen Einfluss auf die 
Killingraten von B. subtilis? Wird ROS vermehrt an Bindungstellen zwischen 
Plättchen und B. subtilis produziert? 
3. Ist Plasma oder Serum für die Bindung und das Abtöten des B. subtilis wichtig? Gibt 
es einen Zusammenhang zwischen Endozytose der Plättchen und dem Abtöten von B. 
subtilis?  
4. Wie vermittelt Thrombin die bakterizide Wirkung auf B. subtilis? 
Um die für das Abtöten verantwortlichen Mechanismen zu finden, sollten die Plättchen 
zunächst degranuliert werden und sowohl diese granulafreien Plättchen als auch deren 
Überstände in den Killingversuchen verwendet werden (1).  
Zudem sollte die Frage geklärt werden, wie viel O2- und wie viel H2O2 Plättchen überhaupt 
produzieren können. Dazu sollte die O2--Freisetzung der Plättchen mit der Cytochrom C-
Methode und die H2O2-Freisetzung mit der Phenolrot/Peroxidase-Methode nach PMA-und 
Thrombinstimulation gemessen werden (2). Ausserdem sollte B. subtilis mit ansteigenden 
H2O2-Konzentrationen inkubiert werden, um zu ermitteln bei welcher Konzentration der 
Keim abgetötet wird (2). Neben der Quantifizierung der ROS-Bildung in den Überständen 
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sollte anhand von fluoreszenz-und elektronenmikroskopischen Aufnahmen festgestellt 
werden, wo die ROS-Synthese stattfindet und ob gerade an Bindungsstellen zwischen 
Plättchen und Bakterien ROS nachzuweisen sind (2).  
Des Weiteren sollte geklärt werden, welche Rolle das Plasma beim Binden und Abtöten von 
Bakterien hat (3). Dazu sollten die Plättchen plasmafrei gefiltert werden und für die 
Auswertungen im Killingversuch mit verschiedenen Konzentrationen von Plasma, 
fraktioniertem Plasma und hitzeinaktiviertem Plasma versehen werden. Um zusätzlich noch 
die Rolle von Komplement oder Antikörpern beim Abtöten von Bakterien zu untersuchen, 
sollte statt Plasma Serum zu B. subtilis gegeben werden (3). Ausserdem sollte anhand von 
elektronenmikroskopischen Aufnahmen geklärt werden, ob ein von den Plättchen 
endozytierter B. subtilis Keim auch abgetötet wird (3). 
Zum Schluß sollte geprüft werden, wie Thrombin das Abtöten des B. subtilis vermittelt. Dazu 
sollten die synthetischen Thrombinrezeptoragonisten SFLLRN und GYPGKF statt des 
Thrombins in den Killingversuchen eingesetzt werden, um gezielt den PAR 1 oder den PAR 4 
auf der Plättchenoberfläche zu aktivieren (4). Zudem sollte Trypsin in Killingversuchen 
verwendet werden, um die proteolytische Wirkung des Thrombins nachzuahmen (4).
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3 Material und Methoden 
3.1 Verwendete Chemikalien und Lösungen 
Araldit, Fluka Chemie, Buchs, Schweiz 
Azeton, Merck, Darmstadt, Deutschland 
Bovines Serumalbumin (BSA), Sigma-Aldrich Chemie, Schnelldorf, Deutschland 
Calciumchlorid (CaCl2), Merck, Darmstadt, Deutschland 
Cerchlorid, Sigma-Aldrich Chemie, Schnelldorf, Deutschland 
Dihydrorhodamine 123, Molecular Probes, Eugene, USA 
DMSO, Dimethylsulfoxid,  Sigma-Aldrich Chemie, Schnelldorf, Deutschland 
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4.2 H2O), Merck, Darmstadt, Deutschland 
Ethanol, Merck, Darmstadt, Deutschland 
Glukose, Merck, Darmstadt, Deutschland 
Hepes, Sigma-Aldrich Chemie, Schnelldorf, Deutschland  
Histopaque 1077, Sigma-Aldrich Chemie, Schnelldorf, Deutschland 
2-Hydroxypropylmethacrylat (HpMa),  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Kaliumchlorid (KCl), Merck, Darmstadt, Deutschland 
Kaliumdihydrogenphoshat (KH2PO4) ,  Merck, Darmstadt, Deutschland 
LIVE/DEAD BacLight®, Molecular Probes, Eugene, USA, 
Magnesiumsulfat (MgSO4), Merck, Darmstadt, Deutschland 
MitoFluor Red 589®, Molecular Probes, Eugene, USA 
Natriumchlorid (NaCl), Sigma-Aldrich Chemie, Schnelldorf, Deutschland 
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3), Merck, Darmstadt, Deutschland 
Osmiumtetraoxid (OsO4), Fluka Chemie, Buchs, Schweiz 
Oxyburst Green H2 HFF BSA®, Molecular Probes, Eugene, USA 
PBS-Puffer, Apotheke UK S-H, Lübeck, Deutschland 
Porbol-12-myristat-13-acetat, Sigma-Aldrich Chemie, Schnelldorf, Deutschland 
Ringer-Laktat-Lösung, Fresenius, Bad Homburg, Deutschland 
RPMI-1640-Medium, Sigma-Aldrich Chemie, Schnelldorf, Deutschland 
Tris-HCl, Sigma-Aldrich Chemie, Schnelldorf, Deutschland 
Uranylazetat, Merck, Darmstadt, Deutschland 
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3.2 Verwendete Puffer und Protokolle für Lösungen 
 
Hanks-HEPES-Puffer: 
 
mM/l   MW  mg/100 ml       
NaCl    137   58               795              
KCl              5,4                74                40             
NaHCO3          4,2            84                35              
Na2HPO4.2 H2O         0,4           178                 7                   
KH2PO4  0,5   136  6                  
CaCl2   1,25   111  14                  
MgSO4  0,8   120  10                  
Glukose         10,0                 180                180               
Hepes            5,0               238               119       
Tris- HCL  4,0   157  63              
 
 
HEPES-BSA-Puffer: 
 
   mM/l   MW  mg/1000 ml    
NaCl   137   58               7946                   
KCl              2,7                74                200               
Na2HPO4.1 H2O          3           138                 414                     
MgCl2   1   203                  203                   
Glukose         5.5                 180                990             
HEPES            3,5               260               910               
BSA   0,35%                                                                     3,5 g 
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Tyrode (Krötz): 
   mM/l  MW   mg/100 ml   
 
NaCl   138  58    800  
KCl   2,7  74    20  
NaHCO3  12  84    101  
HEPES  5  260    130  
Na2HPO4 . 2 H2O 0,4  17    7  
MgCl2 . 6 H2O  1  203    20  
Glukose  5  180    90  
 
 
Cacodylatpuffer:  
42,806 g   Cacodylsäure-Natriumsalz (Dimethylarsinsäure) 
1 g             CaCl3 
100g    Saccharose 
pH 7,2  
 
Monti-Graziadei Fixierlösung: 
Na- Cacodylatpuffer  0,06 M  
Glutaraldehyd             2   % 
Paraformaldehyd       10 % 
CaCl2                   3   % 
pH 7,35  
 
Araldit Einbettung: 
Mischung 1(Harzgemisch) 
Araldit M   10  ml 
Härter 964 (DDSA)  10  ml 
Dibutylphtalat  0,2 ml 
 
Mischung 2  
20,2 ml Mischung1  + 0,3 ml DMP-Beschleuniger 1,5 % 
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3.3 Verbrauchsmittel und Geräte 
 
Bakteriennährboden, Casein-Sojamehlpepton-Agar, Oxoid GmbH, Wesel, Deutschland 
Deckgläser 24 x 40mm, Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH, Braunschweig, Deutschland 
Einmalküvette UV-Küvette mikro Plastibrand Brand, Wertheim, Deutschland 
Elektronenmikroskop, TEM 400T, Philips, Hamburg, Deutschland 
Eppendorf Research Pipetten, Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Eppendorf-Röhrchen, Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Fluoreszenzmikroskop, Axioskop 2 plus, Zeiss, Jena, Deutschland 
Laborzentrifuge Labofuge 300 Heraeus Kendro Laberatory Products, Hanau, Deutschland 
Laborzentrifuge, Minispin plus, Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Laborzentrifuge, Rotofix 32, Fa. Hettich, Tuttlingen, Deutschland 
Laser Scanning Mikroskop, Meta 510, Zeiss, Jena, Deutschland 
Microcon Centrifugalfilter YM-10, YM-100 , Millipore, Billerica, USA 
Objektträger, Superfrost, Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH, Braunschweig, Deutschland 
pH -Meter, Inolab,Wissenschaftlich-Technische Werkstätten GmbH, Weilheim, Deutschland 
Spektrophotometer, Spectronic 20 Genesys Spectronic Instruments, NY, USA 
Stuart Tube Rotator SB3, Bibby Sterilin, Staffordshire, U.K. 
Thermanox Plastic Coverslips, Nunc, Wiesbaden, Germany 
Ultramikrotom,Ultracut E Reichert-Jung, Wien, Österreich 
Vortex-Genie 2°  Scientific Industries , NY, USA 
Waage, BP310P, Sartorius, Göttingen, Deutschland 
Wasserbad, Thermostat C10 Thermo Haake, Karlsruhe, Deutschland 
Zählkammer Neubauer, Sigma-Aldrich Chemie, Schnelldorf, Deutschland 
Zentrifugierröhrchen 10 ml, Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Zentrifugierröhrchen 13 ml, Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Zentrifugierröhrchen 50 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
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3.4 Isolierung humaner Blutzellen  
Die für die Experimente benötigten Zellen wurden entweder aus Buffy-Coats (BC) gewonnen 
oder aus Thrombozytenkonzentrat (TK), die mit freundlicher Genehmigung von Herrn Dr. 
Peter Schlenke, Institut für Immunologie und Transfusionsmedizin der Medizinischen 
Universität zu Lübeck, zur Verfügung gestellt wurden. 
3.4.1 Herstellung von Buffy-Coats  
Das Vollblut von gesunden Spendern wurde durch Venenpunktion in 450 ml Plastikbeuteln 
unter Zusatz des Stabilisator ACD-A gesammelt. Die Proben wurden für 15 min bei 3500 x g 
zentrifugiert und anschließend durch das automatische Separationsgerät Optipac PL-146/ 
Optipress (Baxter, Round Lake, IL, USA) in Plasma und Erythrozytenkonzentrat aufgetrennt. 
Als Trennschicht blieb die Buffy-Coat Plasmaproteinfraktion von 60 ± 4 ml zurück. 
3.4.2 Herstellung von Plättchenapheresekonzentrat  
Das TK wurde durch das Verfahren der Apherese mittels eines Seperationsgerätes 
(Amicus™, Baxter) in der Blutbank gewonnen. Ein TK enthielt laut den Anforderungen der 
Blutbank ca. 6 x 108 Plättchen/ml mit einem Gehalt von Erythrozyten und Leukozyten von 
maximal 4,5 x 103/ml.  
Das fertige TK aus der Blutbank wurde in unserem Labor in Probenbeuteln für maximal 3 
Tage bei Raumtemperatur in einem Rotor aufbewahrt.  
3.4.3 Gewinnung der neutrophilen Granulozyten aus Buffy-Coat  
Die Neutrophilen wurden mit Hilfe eines Dichtegradienten isoliert (CABANIS et al. 1994). 
Sie wurden aus 10 ml Buffy-Coat gewonnen, das mit 10 ml RPMI-Medium verdünnt wurde. 
In ein 50 ml V-Boden-Röhrchen wurden zuerst 10 ml Histopaque® 1077 eingefüllt. Dann 
wurde vorsichtig mit Hilfe einer Transferpipette 20 ml des  Buffy-Coat/ RPMI-Gemisches auf 
das Histopaque® aufgelagert. Anschließend wurde für 30 min bei 400 x g zentrifugiert.  
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Es entstanden 4  Schichten: 
- Plasma 
- mononukleäre Zellen und Plättchen als weißer Ring 
- Histopaque 1077® 
- Erythrozyten und Granulozyten 
Das klare und zellfreie Plasma wurde abgenommen und in einem Becherglas aufgefangen. 
Der restliche Überstand bis einschließlich des Histopaques wurde entfernt. Das 
Erythrozyten/Granulozyten-Gemisch wurde mit Plasma auf 10 ml ergänzt und schließlich mit 
4 °C kalter Hämolysierlösung bis zur 50 ml-Marke aufgefüllt und nachfolgend für 20 min bei 
4 °C aufbewahrt. Als nächstes folgte eine weitere Zentrifugation für 10 min bei 250 x g, nach 
der der hämolytische Überstand dekantiert wurde. Das zurückgebliebene Zellpellet wurde mit 
5 ml RPMI-Medium resuspendiert und zentrifugiert für 10 min bei 250 x g und erneut mit 
5 ml RPMI aufgeschüttelt. Die so gewonnene Zellsuspension wurde im Rotor bei 
Raumtemperatur aufbewahrt und binnen 24 h für unsere Versuche genutzt. 
3.4.4 Gewinnung von Plättchen aus Buffy-Coat  
In ein 50 ml-Röhrchen wurden 30 ml Buffy-Coat gefüllt und anschließend bei 1000 x g für 
5 min bzw. 160 x g für 15 min zentrifugiert. Das oberste Drittel des plättchenreichen Plasma 
(PRP)-Überstandes wurde abpipettiert und im Schraubdeckelröhrchen aufbewahrt. Um eine 
Vorstimulierung der Plättchen zu minimieren, wurde das PRP für mindestens 20 min stehen 
gelassen.  
3.4.5 Aufreinigung von Plättchen 
Waschen von Plättchen 
Das TK oder PRP wurde bei 1000 x g für 10 min oder 650 x g für 10 min zentrifugiert. Der 
Plasma-Überstand wurde direkt vor Versuchsbeginn für die Radikalbestimmung durch 
Tyrode-Puffer (KROTZ et al. 2002) ersetzt. Anschließend wurde die Plättchenanzahl mit der 
Neubauerkammer bestimmt und die Menge an Granulozyten kontrolliert (< 0,01 %). 
Gelfiltration von Plättchen 
Die Gelfiltration wurde nach der Beschreibung von TIMMONS et al. (1989) durchgeführt. 
Dazu wurde ein 10 ml-Röhrchen mit 0,9 ml Bovines Serum Albumin (BSA, 50 %) befüllt und 
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dann 1 ml TK darüber geschichtet. Anschließend wurde 12 min bei 1200 x g zentrifugiert. Die 
plättchenreiche Zwischenschicht wurde abgenommen und in ein Eppendorf-Röhrchen gefüllt. 
Danach wurde das Plättchenkonzentrat mit 800 µl Hepes-BSA-Puffer resuspendiert und 
20 min bei Raumtemperatur ruhen gelassen. Eine Glassäule wurde mit a.d. und schließlich 
mit Hepes-BSA-Puffer gespült. Dann wurden 5 ml Sepharose 2B in die Glassäule 
hineingegeben und erneut mit Hepes-BSA-Puffer gespült, um die Säule zu equilibrieren. 
Zum Filtrieren  wurden 1 ml Plättchenkonzentrat und 5 ml Hepes vorsichtig auf die Sepharose 
gegeben. Erschien die trübe Plättchenfraktion, wurden 5 Fraktionen zu je 250 µl gesammelt. 
Daraufhin wurden die Plättchenanzahlen photometrisch bestimmt (siehe Zellzählung). Die 
beiden Fraktionen mit den höchsten Zellzahlen wurden gemischt und für die Versuche 
verwendet. 
3.4.6  Zellzählung 
Neubauerkammer 
Granulozyten und Plättchen wurden mit Hilfe der Neubauer-Zählkammer ausgezählt. Dazu 
wurden Granulozyten 1:10 und Plättchen 1:100 mit PBS vorverdünnt und schließlich 10 µl 
davon in die Zählkammer gegeben. Es wurden mindestens 3 Gruppenquadrate (Volumen 
0,004 µl) ausgezählt. Aus den Werten wurde der Mittelwert gebildet und mit der Verdünnung 
von 250 x multipliziert, um die Zellzahl pro µl zu erhalten. 
Photometer 
Mit der Trübungsmessung im Spektrometer ließ sich die Anzahl der Plättchen bestimmen 
(WALKOWIAK et al. 1989). Dazu wurde die Extinktion bei 800 nm gegen a.d. gemessen 
und die Zellzahl wie folgt berechnet: 
( ) R
E
N *09,3
016,2
23,6
−
−
=    
N - Anzahl der Plättchen als 108 / ml 
E - Extinktion bei 800 nm 
R - Verdünnung   
  MATERIAL UND METHODEN   
 32 
3.5 Degranulierung von Plättchen und Gewinnung des Überstandes 
Die Degranulierung erfolgte durch 10-minütige Stimulierung der Plättchen mit dem 
synthetischen Thrombinrezeptoragonisten SFLLRN (50 µM). Danach wurde die Probe bei 
600 x g 10 min zentrifugiert. Der Überstand wurde abpipettiert und für die Killingversuche 
aufbewahrt. Das entstandene Plättchensediment wurde mit Hanks-Hepes-Puffer resuspendiert. 
Die Degranulierung wurde anhand einer Probe mit Hilfe von elektronenmikroskopischen 
Aufnahmen kontrolliert. 
3.6 Gewinnung und Fraktionierung von Plasma 
Um Plasma zu gewinnen, wurde TK oder Buffy-Coat bei 14000 x g 90 sec zellfrei 
zentrifugiert und der Überstand als Plasma entnommen. Mit Hilfe der Microcon 
Zentrifugalfilter (Millipore) YM-10 und YM-100 wurde das Plasma in Fraktionen mit einer 
Molekülgröße von unter 10 kDa; 10 bis 100 und > 100 kDa aufgetrennt. Dazu wurde das 
Plasma bei 14000 x g 30 min (YM-10) und 12 min (YM-100) zentrifugiert. Das Plasma 
wurde für Killingexperimente in einem Verhältnis 1:1:1 (Bakterien: Plättchen: Plasma) 
verwendet.  
Zur Hitzeinaktivierung wurde das Plasma 20 min bei 56°C im Wasserbad inkubiert. 
3.7 Gewinnung von Serum 
Für die Herstellung von Serum wurde Blut aus der V. jugularis entnommen und ohne Zusatz 
von Antikoagulanzien zum Gerinnen für 30 min im Röhrchen stehen gelassen. Das Röhrchen 
wurde dann 10 min bei 3000 x g  zentrifugiert und der Serumüberstand wurde dann 
entnommen und im Kühlschrank für max. 24 h aufbewahrt. 
3.8 Herstellen einer Bakteriensuspension 
In den Experimenten wurde ausschließlich mit dem B. subtilis-Stamm S17 ATCC 6633 
gearbeitet. Dieser Keim war hochempfindlich gegenüber Thrombin-stimulierten Plättchen und 
ließ sich  durch seine gleichmäßige Größe und Form gut mit der LIVE/DEAD-Methode 
auswerten. 
Der B. subtilis wurde täglich auf einer Nährbodenplatte überimpft und für die Versuche nach 
ca. 24 h verwendet. Die Bakteriensuspension wurde unter Verwendung einer vollen 
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Ausstreichöse (Ø 3 mm) in 250 µl PBS-Puffer hergestellt und anschließend kräftig mit der 
Pipette durchmischt, bis keine Klumpen mehr sichtbar waren. Für einige Versuche wurde die 
Anzahl der Bakterien pro ml mittels der Neubauerkammer ermittelt. 
3.9 Stimulierung und Hemmung von Plättchenfunktionen 
Zur Stimulierung der Plättchen wurde Thrombin (2 U/ml, Sigma) verwendet. 
Für die Stimulierung der Radikalproduktion wurden die Plättchen mit PMA (Phorbol-
Myristat-Acetat, 1 µM, Sigma) inkubiert.  
Um die Radikalbildung zu hemmen, wurde Diphenoleumiodid (DPI, 50-500 µM, Sigma) 
eingesetzt. 
Die synthetischen Thrombinrezeptoragonisten wurden für die selektive Aktivierung der PAR-
Rezeptoren eingesetzt. Das SFLLRN (SF, 75 µM) aktiviert den PAR 1 und GYPGKF (GYP, 
750 µM) den PAR 4. Um die proteolytische Wirkung des Thrombins nachzuahmen, wurde 
Trypsin (64000 U/ml) verwendet. 
3.10 Ultrastrukturelle Untersuchung des plasmaabhängigen Killings 
Die Visualisierung der Bakterien-Plättchenaggregate unter verschiedenen Bedingungen 
erfolgte mit Hilfe von elektronenmikroskopischen Aufnahmen. Dazu wurden 75 µl 
gelfiltrierte Plättchen und 30 µl der B. subtilis-Suspension mit 130 µl PBS , Plasma oder einer 
Plasmaproteinfraktion < und > 100 kDa für 10 und 60 min auf  Thermanoxplättchen® 
inkubiert und mit den Proben unter Thrombinzusatz (2 U/ml) verglichen. Nach der Inkubation 
wurden die Überstände mit der Pipette entfernt und anschließend mit kalter 500 µl Monti-
Graziadei Gebrauchslösung fixiert (GRAZIADEI et al. 1979). Nach 2 Stunden wurde die 
Fixierlösung durch 1 ml 0,1 M Cacodylatpuffer ausgetauscht und die Ansätze über Nacht im 
Kühlschrank aufbewahrt. Nach ca. 18 h erfolgte die 2. Spülung. Nach Entfernen des 
Überstandes wurde mit 1 ml Osmiumtetraoxid (1 % in Cacodylatpuffer) für 1,5 Stunden 
kontrastiert und hinterher zweimal für 15 min mit Cacodylatpuffer gespült. Danach erfolgte 
die schrittweise Entwässerung mit aufsteigenden Ethanolkonzentrationen. Darauf folgte die 
doppelte Spülung mit 2-Hydroxypropylmethacrylat (HpMa) je 15 min lang. Schließlich 
wurden die Ansätze mit Araldit (Mischung 1) und HpMa im Verhältnis 1:3/1:1/3:1 mit 
jeweils 1 h Einwirkzeit für die Einbettung vorbereitet und über Nacht im unverdünnten 
Araldit (Mischung 1) gelassen. Am nächsten Tag wurde der Überstand für 1 h ersetzt mit 
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Araldit (Mischung 2). Die Thermanoxplättchen® wurden dann mit den Zellen umgekehrt auf 
eine Gelatinekapsel gelegt, die selbst mit Araldit (Mischung 2) gefüllt war. Nach 48 h bei 
65°C wurden die Thermanoxplättchen® mit Kneifzange unter flüssigem Stickstoff 
abgesprengt und getrimmt.  
Die entstandenen Blöcke wurden anschließend mit dem Ultramikrotom in Ultradünnschnitte 
(60 nm) geschnitten. Zum Schluss erfolgte die Schnittkontrastierung. Hierzu wurden die 
Schnitte für 30 min in 1 %-igem Uranylazetat gelassen, gespült und für 5 min in 0,3  %-ige 
Bleizitratlösung gegeben. Die Schnitte wurden bei 60 kV in einem Phillips EM 400 
ausgewertet und fotografiert. 
3.11 Bestimmung von Killingraten 
3.11.1 Auszählen von Killingraten 
Um die Anzahl toter Bakterien im Plättchenaggregat bestimmen zu können, haben wir die 
DNA-Doppelfluoreszenzfärbung LIVE/DEAD BacLight bacterial viability stain® (Molecular 
Probes, Eugene, OR, USA) angewendet. LIVE/DEAD enthält den grünen Farbstoff Syto9 und 
den roten Farbstoff Propidiumiodid (PI). Syto9 ist zellpermeabel und färbt die DNA aller 
Bakterien grün, wohingegen PI nur dann in die Zelle gelangen kann, wenn die Membran 
durchlässig geworden ist (HAUGLAND R.P. 2002).  In diesem Fall verdrängt das PI das 
Syto9 aus seiner DNA-Bindung und die Bakterien färben sich rot. Die intakten grünen 
Bakterien und die membrangeschädigten roten Bakterien konnten im Fluoreszenzmikroskop 
ausgezählt werden. Der Anteil toter Bakterien wurde in % Killing angegeben.  
LiveDead-Methode-manuelle Auszählung  
Für die Killingversuche wurden Plättchen (TK) mit B. subtilis in einem Verhältnis von ca. 1:1 
gemischt. Nachdem Stimulatoren und Hemmer (Thrombin, PMA, DPI) zugegeben wurden, 
konnten die Proben auf Objektträgern aus Glas für 10 bis 45 min inkubiert werden. Danach 
wurden die Proben mit 5 mM LIVE/DEAD® gefärbt und unter dem Fluoreszenzmikroskop 
(Axiophot, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) mit einer Vergrößerung von 630 x ausgewertet. 
Drei Felder wurden ausgewählt und 300 der roten und grünen Bakterien ausgezählt. Der 
Anteil der toten Bakterien in einer frisch gewachsenen Kultur wurde als „Basistote“ 
angegeben.  
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Live/Dead-Methode-automatische Auszählung 
Um die Wirkung von H2O2 auf B. subtilis zu bestimmen, haben wir eine automatische 
Zählung von toten Bakterien verwendet. In eine 96-iger Wellplatte wurden pro Well 50 µl 
Bakterien mit dem Zusatz von 50 µM bis 50 mM H2O2 gegeben und nach 10 min mit 
LIVE/DEAD gefärbt. Die Wells wurden dann mit dem Laser-Scanning-Microskop (LSM 510 
Meta) ausgewertet. Dazu wurden 3 Fotos per Well mit dem Multitrack-Modus aufgenommen. 
Die Probe wurde zuerst mit 488 nm angeregt und dann die Emission mit dem 505-530 nm 
Bandpassfilter gemessen. Anschließend wurde die Probe mit 543 nm angeregt und mit dem 
>560 nm Langpassfilter gemessen. Grüne und rote Pixel wurden mit Hilfe der LSM 5 Image 
Examiner® Software (Zeiss) ausgewertet. Mittels des Streuungsdiagramms war es möglich, 
alle grünen und roten Pixel mit der Lichtintensität von 50 bis 255 (Arbeitseinheit) anzuzeigen. 
Wir haben eine Schwelle mit der Lichtintensität von 50 gesetzt, um Hintergrundsignale zu 
minimieren, da sich auch die Mitochondrien der Plättchen mit Syto9 färbten. Pixel, die 
sowohl rot als auch grün gefärbt waren, wurden von der Messung ausgeschlossen 
(colokalisierte Pixel). 
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3.11.2  Vergleich der LIVE/DEAD-Bestimmung mit herkömmlichen Ausstreich-
verfahren 
Um festzustellen, ob die LIVE/DEAD-Methoden die identischen Mengen an toten Bakterien 
anzeigen können wie die der Ausstreichverfahren, wurden die drei Methoden miteinander 
verglichen:  
- die Live/Dead-Methode - manuelle Auszählung (manuell) 
- die Live/Dead-Methode - automatische Auszählung (LSM) 
- das Zählen koloniebildender Einheiten auf der Nährbodenplatte (KBE).  
Dazu wurden zwei Ösen des Bakterienstammes B. subtilis in 1600 µl NaCl 0,9 % 
resuspendiert. Diese Bakteriensuspension wurde auf zwei Eppendorf-Röhrchen aufgeteilt und 
mit 750 µl NaCl vermischt oder mit 750 µl Ethanol 100 % versetzt. Beide Proben wurden 
nach 5 min Inkubation bei 14 000 x g für 90 sec zentrifugiert. Dann wurde der Überstand 
(1400 µl) entfernt und durch 1000 µl NaCl ersetzt.  
Für die manuelle Auszählmethode wurden 10 µl des NaCl/B. subtilis-Gemisches, 5 µl des 
NaCl/B. subtilis-Gemisches sowie 5 µl des Ethanol/B. subtilis-Gemisches oder 10 µl des 
Ethanol/B. subtilis-Gemisches auf drei Objektträger gegeben und wie oben beschrieben 
ausgewertet (manuell). 
In einer 96-iger Wellplatte (Nunc, Mc Clear) wurden drei Wells mit je 100 µl der 
NaCl/Ethanol/B. subtilis-Gemische bestückt. Pro Well wurden dann 20 µl LIVE/DEAD-
Farbstoff zugegeben und mit dem Laser-Scanning-Mikroskop untersucht. Je Well wurden 
mindestens zwei Fotos aufgenommen und mittels eines Histogramms (LSM Examiner 
Software) die roten und grünen Pixel automatisch ausgezählt. Aus der Pixelanzahl wurde 
schließlich der Anteil an roten Bakterien in Prozent errechnet (LSM). 
Anschließend wurden aus den drei Wells der automatischen Auszählung je 10 µl der 
Bakteriensuspension entnommen und 1:100, 1:1000 und 1:10000 verdünnt. Für jedes Well 
wurde eine Nährbodenplatte (Oxoid) benötigt. Diese wurde in 3 gleiche Abschnitte unterteilt 
und in jedes dieser Abschnitte wurden 33 µl aus der Verdünnungsreihe gegeben und 
gleichmäßig ausgestrichen. Die Nährböden wurden dann bei 37°C für 20 h inkubiert. 
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Anschließend erfolgte die Auszählung der koloniebildenden  Keime (KBE). Dazu wurde der 
Abschnitt mit höchstens 300 Keimen ausgewählt und ausgezählt. 
KBE/ml = ausgezählte Keime x Verdünnung 
Die Keimzahlen der Nährböden wurden in Prozent angeben und mit den Zahlen der 
LIVE/DEAD-Bestimmung verglichen. 
3.12 Messung der Radikalproduktion von Neutrophilen und Plättchen 
3.12.1 Photometrische Radikalmessung 
O2- -Nachweis mit der Cytochrom C-Methode 
Die O2--Produktion wurde als derjenige Anteil der Cytochrom C-Reduktion bestimmt, der 
durch SOD hemmbar war. Cytochrom C3+ liegt im Reaktionsgemisch als oxidierte Form 
(99,5 %) vor und wird durch O2- zu Cytochrom C 2+ reduziert. 
Cytochrom C 3+ + O2- ↔ O2 + Cytochrom C 2+ 
Diese Reduktion bewirkt eine Absorptionszunahme, die photometrisch bei der Wellenlänge 
550 nm bestimmt werden kann. Da die Reduktion von Cytochrom C auch O2- unabhängig 
erfolgen kann (TARPEY et al. 2001), wird in einem Vergleichsansatz das Enzym 
Superoxiddismutase (SOD) beigegeben. SOD katalysiert die Reaktion. 
2 O2- + 2 H+ + SOD ↔ O2 + H2O2 
Die O2--spezifische Cytochrom C-Reduktion ergibt sich somit aus der Differenz der 
Cytochrom C-Reduktion mit und ohne Zugabe von SOD. Die Absorptionsdifferenz zwischen 
Reaktions – und Vergleichsansatz wurde mit Hilfe des molaren Extinktionskoeffizienten 
E 550nM = 29.5 mM-1 x cm-1 (MASSEY 1959) errechnet. 
Zur O2- -Messung wurden sowohl dem Reaktionsansatz als auch dem Vergleichsansatz alle 
Substanzen in gleicher Konzentration zugefügt. Die Versuche wurden stets als Triplikat 
angesetzt. In die Eppendorf-Röhrchen wurden der Reihenfolge nach erst 60 µM Cytochrom C 
mit/ohne SOD (800 U/ml) gelöst in Tyrode-Puffer, Puffer zum Volumenausgleich, PMA in 
ansteigenden Konzentrationen bei 0,2/ 0,5/ 1 µM oder DPI (50 µM) und schließlich die 
isolierten Plättchen oder Granulozyten zugegeben. Der Ansatz wurde im Wasserbad für 
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15 min bei 37°C inkubiert. Im Überstand wurde die Cytochrom C-Reduktion photometrisch 
bei 550 nm gegen a.d. bestimmt. 
H2O2-Nachweis mit der Phenolrot/Peroxidase-Reaktion 
Das hierbei angewendete Messprinzip beruht auf der durch Meerrettich-Peroxidase 
vermittelten Oxidation von Phenolrot durch Wasserstoffperoxid. Die Methode von CABANIS 
et.al. (CABANIS et al. 1994) wurde mit geringen Veränderungen angewandt. Dazu wurde 
0,2 mg/ml Phenolrot in Hanks Hepes Puffer gelöst und mit 20 U/ml Meerrettich-Peroxidase 
vermischt. Alle Versuche wurden in Triplikaten angesetzt. Als Eichansatz wurde die 
Endkonzentration 0/0,3/0,6 µM H2O2 verwendet. Im Reaktionsansatz waren folgende 
Konzentrationen an Zusätzen: DPI 50 µM, PMA 0,2/ 0,5/ 1 µM oder SOD 380 U/ml. Zuletzt 
wurden Plättchen bzw. Granulozyten zugegeben und für 45 bzw. 30 min bei 37°C inkubiert. 
Nach Zugabe von 10 µl NaOH (1M) auf 225 µl des Versuchansatzes, wurde der Überstand 
bei 610 nm gegen a.d. gemessen. Zu jedem Versuch wurde eine Eichkurve mit definierter 
H2O2- Konzentration mitgeführt, anhand derer die Ergebnisse in µM H2O2 umgerechnet 
wurden. 
3.12.2 Fluoreszenzoptische Radikalnachweise 
Dihydrorhodamin 123® (DHR 123) 
Für den Nachweis von H2O2 sowohl im extra- als auch im intrazellulären Raum wurde der frei 
in die Zelle diffundierende Fluoreszenzfarbstoff Dihydrorhodamin 123 ® (Molecular Probes) 
angewendet. Durch Oxidation entsteht das grünfluoreszierende Rhodamin-123. Um 
festzustellen, ob das DHR 123 ausschließlich die Mitochondrien im intrazellulären Raum 
anfärbt, wurden einige Proben zusammen mit dem Mitochondrienmarker MitoFluor Red ® 
(Molecular Probes) coinkubiert. Dazu wurden zu den Plättchen 1 µM MitoFluor gegeben und 
für 25 min im Rotor vorinkubiert und später bei 588 nm Wellenlänge angeregt und bei 
610 nm Emission gemessen.  
Für den DHR 123-Versuch wurden die Zellen dann auf einen warmen Objekträger mit 
Meerrettich-Peroxidase (160mg/l) gegeben und mit 1 µM PMA oder 1 µM DPI stimuliert 
bzw. gehemmt. Nach 10 min wurden die Proben gespült und unter dem LSM ausgewertet. 
Die Auswertung erfolgte mit dem Laser-Scanning-Mikroskop (LSM Meta 510) bei 488 nm 
Anregungslicht und der Messung der Emission bei 510-580 nm. 
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Oxyburst Green ® 
Um die H2O2 - Freisetzung der Plättchen und der Neutrophilen direkt am Entstehungsort 
nachzuweisen, haben wir den Fluoreszenzfarbstoff Oxyburst Green® (Molecular Probes) 
angewendet. Er besteht aus Dichlorodihydrofluoreszin, das an BSA gebunden ist. Dadurch 
dringt der Farbstoff nicht in die Zelle ein und detektiert in Anwesenheit von der Peroxidase 
nur nach außen abgegebenes H2O2. Er wird durch H2O2 oxidiert und leuchtet dann grün. Für 
die Versuche wurden Plättchen und Neutrophile auf vorgewärmte Glasobjektträger gegeben. 
Anschließend wurden die adhärierten Zellen mit PBS-Puffer gespült. Dann wurden 10 µM 
Oxyburst und 0,5 µM PMA sowie 160 mg/l Meerrettich-Peroxidase zugegeben und für 
30 min in einer feuchten Kammer bei 37°C inkubiert. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des 
LSM mit den gleichen Einstellungen wie für das DHR 123. 
3.12.3 Elektronenmikroskopische Radikalmessung 
Cerchlorid (CerCl3) reagiert mit H2O2 zu Cerperhydroxid, dessen elektronendichte Kristalle 
im Elektronenmikroskop sichtbar sind. Auf diese Weise ist es möglich, die H2O2-Synthese 
anhand von Cerpräzipitaten auch an sehr kleinen Strukturen wie Membranen oder Vakuolen 
sichtbar zu machen (BRIGGS et al. 1975).  
Für die Experimente wurden
 
 75 µl TK auf ein Thermanoxplättchen® pipettiert und mit 30 µl 
der Bakteriensuspension gemischt sowie mit PMA (1 µM) oder Thrombin (2 U/ml) stimuliert. 
Dann wurde jedem Ansatz 130 µl Cerchloridlösung (20 mM, 5 mM Glukose, gelöst in 
Ringerlaktat) zugegeben (TELEK et al. 1999). Nach der Inkubation der Zellansätze bei 37°C 
zwischen 15 und 30 min erfolgte die Einbettung wie unter Kap.3.10 beschrieben.  
3.13 Statistische Auswertungen 
Zur Darstellung der Daten in den Abbildungen wurden für alle Werte der arithmetische 
Mittelwert und der Standardfehler (SD) aus den Einzelmesswerten gebildet. Wenn nicht 
anders beschrieben, erfolgten die statistischen Auswertungen mit Hilfe des Wilcoxon Rang 
Summen Testes und wurden mit der Jump Software® (SAS Institute) errechnet. Konnte die 
Nullhypothese mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von ≤ 5 % verworfen werden, so wurde 
der Unterschied als statistisch signifikant bezeichnet. In den Abbildungen sind die 
Signifikanzschwellen (p<0,05) mit einem Stern (*) gekennzeichnet.  
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4 Ergebnisse  
4.1 Live/Dead-Methode geeignet für die Bestimmung von Killingraten  
Um die Anzahl toter Bakterien auch im Plättchenaggregat bestimmen zu können, wurden die 
Killingraten mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes LIVE/DEAD bestimmt (Abb. 3). Um die 
Genauigkeit der Live/Dead-Methode zu testen, erfolgte ein Vergleich mit dem 
Ausstreichverfahren (KBE). Die Anzahl toter B. subtilis wurde mit der manuellen und der 
automatischen Live/Dead-Methode in einer frischen B. subtilis Kultur mit 20 % und 6 % 
erfasst. Eine Mischung aus einer frischen B. subtilis Kultur und einer  mit Ethanol abgetöteten 
B. subtilis Kultur  ergab in der manuellen Zählung 55 % und in der automatischen Zählung 
46 % tote B. subtilis in der Live/Dead-Methode. Die Reduzierung der Keime in der KBE lag 
vergleichbar bei 45 %. Die mit Ethanol abgetöteten B. subtilis ergaben in der manuellen 
Zählung 96 % und in der automatischen Zählung 88 % tote B. subtilis. Die KBE verzeichnete 
eine um 95 %-ige Reduzierung der B. subtilis Keime (Tab.IV). 
Tab IV. Vergleich der Live/Dead-Methoden mit der KBE 
Mit 3 Auszählmethoden wurden 3 B. subtilis Kulturen auf deren Anzahl toter Bakterien 
untersucht. Die Live/Dead-Methoden zeigen eine gute Übereinstimmung mit der KBE. Die 
Mittelwerte und die SD wurden aus den Werten von 3 Versuchen gebildet.  
 
 
 
frische B. 
subtilis Kultur  
50 %  frische B. subtilis 
Kultur 
+ 
50 % Ethanol-tote B. 
subtilis 
 
100 % Ethanol-tote 
B. subtilis 
Live/Dead-Methode 
manuell  
Tote B. subtilis in 
% 
 
 
20.3 ± 3.6 
 
 
 
55.2 ± 8.2 
 
 
96.1 ± 2.7 
Live/Dead-Methode 
automatisch  
Tote B. subtilis in 
% 
 
 
6.2 ± 2.6 
 
 
 
46.1 ± 5.0 
 
 
87.5 ± 6.7 
 
B. subtilis KBE/ml: 
 
Reduktion B. 
subtilis in % 
 
 
2.6 ± 1.7 x106 
 
 
0 
 
1.7 ± 1.6 x 106 
 
 
44.8 ± 15.5 
 
0.2 ± 0.3 x 106 
 
 
95.3 ± 7.0 
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Abb. 3:  Live/Dead-markierte B. subtilis  
A: B. subtilis in einem Thrombus 
B: neutrophiler Granulozyt mit phagozytierten B. subtilis  
Deutlich können mit der Live/Dead-Methode grün-markierte (Live) und rot-markierte (Dead) 
B. subtilis unterschieden werden. Die zusätzliche Phasenkontrastaufnahme ermöglicht die 
Zuordnung derjenigen Bakterien, die vom Granulozyten phagozytiert bzw. im Thrombus 
gebunden sind. Der Messbalken kennzeichnet 3 µm. 
 
 
A B
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4.2 Einfluss der granulären Proteine auf die Killingraten 
4.2.1 Killingraten degranulierter Plättchen sind hoch  
Zahlreiche Untersuchungen verweisen auf eine Beteiligung granulär gespeicherter Substanzen 
an der bakteriziden Wirkung von Plättchen. Um bestimmen zu können, welchen Einfluss die 
gespeicherten Substanzen der Plättchengranula auf das Killing von B. subtilis haben, wurden 
die Plättchen für die Killingversuche degranuliert und mit den Killingraten normaler, nicht 
degranulierter Plättchen verglichen.  
Die Plättchen wurden für diesen Versuch durch den synthetischen Thrombinrezeptoragonisten 
SFLLRN (SF) wie in Abb. 4 degranuliert und anschließend für die Killingversuche 
verwendet. 
 
Abb. 4:  SF-degranulierte Plättchen 
Mit SF-degranulierte Plättchen weisen im Elektronenmikroskop nur noch vereinzelte Granula 
auf.  
 
Degranulierte Plättchen (Degr Plt), unstimulierte Plättchen (Plt) und mit SF stimulierte 
Plättchen (Plt/SF) wiesen die gleiche Anzahl an toten Bakterien auf wie die frisch gewachsene 
Bakteriensuspension (Basistote). Daher  waren sie ohne Stimulus nicht in der Lage, die 
Bakterien abzutöten. Die thrombinstimulierten, degranulierten Plättchen (Degr Plt/Thro) 
zeigten dagegen eine gleich hohe Killingrate von 87 ± 14 % wie die thrombinstimulierten, 
nicht degranulierten Plättchen (Plt/ Thro). Diese erreichten ein Killing von 84 ± 27 % 
(Abb.5). 
  ERGEBNISSE 
 44 
 
 
Abb. 5: Die Killingraten degranulierter Plättchen 
Die Killingraten degranulierter Plättchen waren nach Thrombinzugabe (Degr Plt/Thro) 
genauso hoch wie die nicht degranulierter Plättchen (Plt/Thro). Ohne Thrombingabe konnte 
bei keiner Probe ein Killing ausgelöst werden. Die Mittelwerte der Killingraten sind 
dargestellt in % ± SD, n=5. * = signifikant erhöht zu den Basistoten (p<0.001). 
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4.2.2 Plättchenüberstände wirken nicht bakterizid 
In einem weiteren Experiment wurde der Überstand aus degranulierten Plättchen für die 
Killingexperimente eingesetzt. Der Überstand enthielt Granulainhaltsstoffe, da in 
Vorversuchen der Arbeitsgruppe mit der gleichen Methode im Überstand positiv auf PF 4, ein 
Inhaltsstoff der α- Granula, getestet wurde. Dem Überstand wurde Thrombin oder SF 
zugesetzt. Die unterschiedlich behandelten Überstände ergaben eine nicht signifikante 
Killingrate (p>0,05) untereinander von höchstens 27 ± 8 % Killing (Überst/Thro). Diese 
Killingraten waren geringfügig höher als die Werte der Basistoten von 18 ± 3 % (Abb. 6). 
 
 
 
 
Abb. 6: Die Killingraten der Plättchenüberstände 
Die Plättchenüberstände wurden nach SF- oder Thrombindegranulierung entnommen und 
zusätzlich mit Thrombin oder SF behandelt. Keiner der Überstände wirkte bakterizid nach 
10 min Inkubation. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD, n=5. 
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4.3 Auswirkung der ROS-Freisetzung von Plättchen auf die Killingraten 
4.3.1 Photometrische O2--und H2O2 -Messung an Plättchen und Neutrophilen 
Plättchen produzieren im Vergleich zu Neutrophilen wenig O2-   
Um herauszufinden, ob Plättchen ROS in bakteriziden Konzentrationen bilden können, wurde 
die O2--Freisetzung der Plättchen photometrisch untersucht. Plättchen bildeten eine sehr 
geringe Menge an O2-, die mit der Cytochrom C-Methode gerade noch nachzuweisen war. 
Unstimulierte Plättchen setzten  20 ± 27 nM O2-/min /7x107 Plättchen (n=9) frei. Wurden die 
Plättchen mit 1 µM PMA stimuliert, einem Stimulator der NAD(P)H-Oxidase, wurden höhere 
O2- -Freisetzungen um das 2,4-fache gemessen (47 ± 46 nM O2-, n=9).  
Wurden die Plättchen statt mit PMA mit Thrombin (1U/ml) stimuliert, führte das zu einer 
geringgradig erhöhten O2- -Freisetzung um das 1,5-fache (33 ± 14 nM O2-, n=5).  
In Gegenwart von DPI, einem Hemmer der NAD(P)H-Oxidase, sank die PMA-induzierte 
O2--Synthese tendenziell von 47 ± 46 nM auf 34 ± 51 nM O2- (n=3). Der alleinige DPI-Zusatz 
führte zur Messung von 31 ± 45 nM O2- (n=5). Generell bestand kein signifikanter 
Unterschied zwischen den Messungen (p> 0,05, Abb. 7). 
Neutrophile reagierten dagegen stark auf PMA und DPI. 0,5 µM PMA induzierte im 
Vergleich zu unstimulierten Neutrophilen (0,14 ± 0,1 µM O2-/min/106 Neutrophile) eine O2--
Freisetzung um das 9-fache auf 1,58 ± 0,17 µM (n=5). Nach Zugabe von DPI (50 µM) wurde 
die maximale Freisetzung von O2- von 1,58 ± 0,17 µM/min/106 Neutrophile um 58 % 
reduziert auf 0,66 ± 0,08 µM (n=5). Dabei produzierte ein Neutrophiler ungefähr 1500-mal 
mehr O2- als ein Plättchen. Thrombin hingegen hatte keinen Einfluss auf die Neutrophilen 
(Abb. 7).  
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Abb. 7: O2- -Nachweis mit Cytochrom C 
Die O2--Produktion von Plättchen und Neutrophilen wurde mit Hilfe des Cytochrom C-
Nachweises nach einer Inkubationszeit von 15 min in Triplikaten gemessen. Die 
O2--Freisetzung unstimulierter Zellen (Kontrolle) wurde durch ansteigende PMA-
Konzentrationen erhöht (Plättchen, Neutrophile) und durch DPI (nur Neutrophile)  
verringert. Unter Thrombinzugabe wurden bei Plättchen höhere O2--Werte als bei der 
Kontrolle gemessen, Neutrophile reagierten dagegen nicht auf Thrombin. Der direkte 
Vergleich beider Zellarten zeigte, dass die Plättchen 1500-mal weniger O2- als die 
Neutrophilen produzierten. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD. Der Stern kennzeichnet 
eine signifikante Erhöhung zur Kontrolle (p<0,001). 
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Plättchen setzen im Gegensatz zu
 
Neutrophilen wenig H2O2 frei  
O2- ist sehr instabil und besitzt eine sehr kurze Halbwertszeit im msec-Bereich. Mit Hilfe des 
Enzyms Superoxiddismutase (SOD) wird es umgewandelt zu H2O2. H2O2 kann photometrisch 
mit der Phenolrot/Peroxidase-Methode nachgewiesen werden. Um festzustellen, ob Plättchen 
H2O2 in bakteriziden Konzentrationen synthetisieren können, wurde die freigesetzte Menge an 
H2O2 gemessen. Unstimulierte Plättchen produzierten 8 ± 5 nM H2O2/min/108 Plättchen 
(n=5). Nach der Stimulierung mit 1 µM PMA reagierten die Plättchen mit einer signifikant 
erhöhten H2O2-Freisetzung um das 1,4-fache von 11,5 ± 3 nM H2O2 (p= 0,03). Die Zugabe 
von DPI (50 µM) erniedrigte die Freisetzung von H2O2 unter den Wert der unstimulierten auf 
6,4 ± 4,1 nM H2O2 (Abb. 8). Unter der Zugabe von SOD, welches O2- in H2O2 umwandelt, 
erhöhte sich die H2O2-Konzentration nicht (10,4 ± 3 nM H2O2). Dieses entspricht dem 
niedrigen Niveau der O2--Freisetzung des Cytochrom C-Nachweises  (Abb. 7).  
Neutrophile hingegen produzierten ca. 4000-mal mehr H2O2 pro Zelle als ein Plättchen. 
Unstimulierte Neutrophile produzierten 134 ± 36 nM /min/105 Neutrophile. 1 µM PMA 
steigerte die H2O2-Produktion signifikant um das 1,6-fache auf 219 ± 22 nM H2O2 (p<0.001). 
Eine Zugabe von SOD führte zu einem weiteren Anstieg auf 260 ± 15 nM H2O2. DPI 
reduzierte die H2O2-Freisetzung im Vergleich der unstimulierten Neutrophilen um 80 % auf 
25 ± 15 nM (Abb. 8). 
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Abb. 8: H2O2-Nachweis mit Phenolrot/Peroxidase 
Die Messung der H2O2-Produktion von Plättchen und Neutrophilen wurde mit dem 
Phenolrot/Peroxidase-Nachweis durchgeführt (n=5). Jeder Versuch wurde in Triplikaten mit 
einer Inkubationszeit von 45 min (Plättchen) oder 30 min (Neutrophile) gemessen. Dargestellt 
sind die Mittelwerte ± SD. Die Sterne kennzeichnen einen signifikanten Anstieg zur Kontrolle 
(p<0.05). Die Messung ergab, dass Plättchen 4000-mal weniger H2O2 freisetzten als 
Neutrophile.  
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4.3.2 H2O2-Freisetzung von Plättchen und Neutrophilen in der Fluoreszenz-
analyse  
Da der ROS-Nachweis im Plättchenüberstand gering ausfiel und keine lokal konzentrierten 
Mengen von H2O2 erfassen kann, wurde die ROS-Synthese außerdem im 
Fluoreszenzmikroskop mit den Farbstoffen Dihydrorhodamin 123® (DHR 123) und 
Oxyburst® untersucht. DHR 123 detektiert sowohl intrazelluläres als auch extrazelluläres 
H2O2, da es frei in die Zellen diffundieren kann. Im Unterschied dazu kann Oxyburst® nicht in 
die Zelle eindringen und zeigt daher nur nach außen abgegebenes oder in der 
Phagozytosevakuole enthaltenes H2O2 an (HAUGLAND R.P. 2002). 
 
H2O2-Marker DHR 123 detektiert H2O2 nur in Neutrophilen 
Mit dem DHR 123 ließen sich deutliche Fluoreszenzsignale in Neutrophilen (A) und 
Plättchen (B) nach Stimulierung mit PMA erzeugen. Nach der Gabe des ROS-Hemmers DPI 
konnte das Signal sowohl in Neutrophilen (C) als auch in Plättchen (D) klar reduziert werden 
(Abb. 9).  In den Neutrophilen zeigte das DHR 123 der Form und Größe nach Vakuolen an, 
während das DHR 123 bei den Plättchen nur die Mitochondrien zu detektieren schien.  
Um zu prüfen, ob mit DHR 123 neben der oxidativen Atmungskette der Mitochondrien auch 
andere Strukturen der Plättchen erfasst werden, wurden die Plättchenmitochondrien zusätzlich 
mit dem Mitochondrienmarker MitoFluor® sichtbar gemacht (Abb. 10). Unter Zuhilfenahme 
des Mitochondrienmarkers MitoFluor® konnte festgestellt werden, dass das Fluoreszenzsignal 
aus den Plättchen ausschließlich von den Mitochondrien stammte (Abb. 10). Eine H2O2-
Freisetzung konnte somit mit DHR 123 in Neutrophilen, nicht aber in Plättchen gezeigt 
werden.  
 
  ERGEBNISSE 
 51 
 
Abb. 9: Nachweis von H2O2 mit DHR 123 
Dargestellt wurden PMA-stimulierte Neutrophile (A) und Plättchen (B) nach Zugabe des 
H2O2-Markers DHR 123. Unter DPI-Einfluss verringerte sich die Grünintensität bei den 
Neutrophilen (C) und den Plättchen deutlich (D). Der Messbalken repräsentiert 10 µM. 
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Abb. 10: DHR 123 colokalisiert mit den Mitochondrien der Plättchen  
Dargestellt ist ein mit 2 Fluoreszenzfarbstoffen behandeltes  Plättchen. Der H2O2-Marker 
DHR 123 und  der Mitochondrienmarker  MitoFluor® sind  colokalisiert, wie die 
Überlagerung zeigt. Der Messbalken repräsentiert 4 µM. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 DHR 123                                  MitoFluor®                             Überlagerung 
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Oxyburst® lokalisiert H2O2-Freisetzung von Plättchen 
Da das DHR 123 nur die mitochondriale Atmungskette der Plättchen detektierte, musste zur 
Visualisierung der H2O2-Freisetzung in Plättchen ein anderer H2O2-Marker verwendet 
werden, der nur extrazellulär freigesetztes H2O2 detektiert. Daher wurde für die weiteren 
Versuche der H2O2-Marker Oxyburst® verwendet. 
Mit Oxyburst® zeigten die Neutrophilen deutlich grün gefärbte Vakuolen nach PMA-
Stimulierung (A), wohingegen Plättchen nur ein schwaches und diffuses Signal im 
Plättchenaggregat aufwiesen (B, Abb.11). In folgenden Versuchen wurden auch B. subtilis zu 
den Plättchen gegeben, um an Bindungsstellen zwischen Plättchen und Bakterien die H2O2-
Freisetzung zu messen. Hier konnten jedoch keine H2O2-Signale detektiert werden (nicht 
gezeigt).   
 
 
 
Abb. 11: H2O2 -Nachweis mit Oxyburst®  
Der H2O2-Nachweis mit Oxyburst®  zeigte deutliche Fluoreszenzsignale in den 
Phagozytosevakuolen eines PMA-stimulierten Granulozyten (A). In einem PMA-stimulierten 
Plättchenaggregat deutete eine schwache und diffuse Grünfärbung auf eine geringe H2O2-
Freisetzung hin. Der Messbalken repräsentiert 4 µm. 
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4.3.3   Elektronenmikroskopischer H2O2-Nachweis von Neutrophilen und     
Plättchen 
Unter dem Fluoreszenzmikroskop konnte keine lokale Anhäufung von H2O2 gefunden 
werden, weswegen mit Hilfe der Cerpräzipitationsmethode H2O2 im Elektronenmikroskop 
nachgewiesen werden sollte.  
Neutrophile und Plättchen wurden mit PMA (1µM) stimuliert. An der Plasmamembran und in 
den Vakuolen der Neutrophilen waren große Ansammlungen von Cerpräzipitaten sichtbar 
(Abb. 12 A). Unstimulierte Neutrophile wiesen nur eine geringe Menge von Ausfällungen auf 
(Abb. 12 C). Um die Spezifizität des Nachweises zu belegen, wurde Katalase, ein H2O2-
abbauendes Enzym, zugegeben. Nach Zugabe waren keine Präzipitationen mehr sichtbar 
(Abb. 12 B). PMA-stimulierte Neutrophile phagozytierten größtenteils B. subtilis. In den 
Phagozytosevakuolen einiger Neutrophiler waren Cerperhydroxid-Ausfällungen sichtbar, die 
eine Freisetzung von H2O2 anzeigten (Abb. 12 D).  
Im Gegensatz dazu zeigten weder unstimulierte noch stimulierte Plättchen Cerperhydroxid-
Ausfällungen (Abb. 12 E-G). Gab man zu den Plättchen B. subtilis, wurden diese zum Teil 
abgetötet. Obwohl eine Vielzahl von lebenden und toten Bakterien in den Plättchenaggregaten 
eingeschlossen waren, konnten keine Cerperhydroxid-Ausfällungen nachgewiesen werden.  
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Abb. 12 A-D: H2O2-Nachweis mit Cer 
Bei den Neutrophilen war eine deutliche Cerperhydroxid-Ausfällung (Pfeile) nach 
Stimulation mit PMA sichtbar (A). Wurde das H2O2-abbauende Enzym Katalase zugegeben, 
so waren keine Ausfällungen mehr vorhanden (B). Unstimulierte Neutrophile zeigten geringe 
Ausfällungen (C). Neutrophile phagozytierten B. subtilis in Phagozytosevakuolen, in denen 
Cerperhydroxid-Ausfällungen sichtbar waren, die einen H2O2- Influx anzeigten (D). 
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Abb. 12 E-H: H2O2-Nachweis mit Cer 
Bei den Plättchen waren in keiner der Proben Cerperhydroxid-Ausfällungen zu finden, und 
auch an Bindungsstellen zwischen Plättchen und Bakterien befanden sich keine Cerkristalle, 
die auf eine Beteiligung von H2O2 hinwiesen (E-H). 
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4.3.4  Auswirkungen der ROS auf die Killingraten  
Stimulierung der ROS-Bildung mit PMA induziert geringe Killingraten  
B. subtilis war hoch empfindlich gegenüber Thrombin-stimulierten Plättchen mit Killingraten 
bis zu 100 % innerhalb von 10 min. Demgegenüber führte eine Stimulierung der Plättchen  
mit PMA zu keinem Killing binnen 10 min (13 ± 6 % gegen Basistote 8 ± 3 %). Erst nach 
45 min Inkubation lag die Killingrate bei 50 ± 20 % (Abb. 13 A). Somit führte die 
Stimulierung der ROS-Bildung mit PMA zu einer niedrigeren Killingrate als die Stimulierung 
der Plättchen mit Thrombin. 
Hemmung der ROS-Bildung mit DPI verändert die Killingraten wenig 
Um festzustellen, ob die hohe Killingrate des B. subtilis von der ROS-Freisetzung abhängig 
ist, wurde die ROS-Bildung ausserdem mit DPI inhibiert. Wurde vor der Gabe von 1 U/ml 
Thrombin die NAD(P)H-Oxidase durch 0,1 mM DPI gehemmt, verringerte sich die 
Killingrate tendenziell von 90 ± 11 % (Thrombin) auf  80 ± 20 % (Thro/DPI) in den ersten 10 
min (p= 0,2). Nach 20 und 45 min wurde ein signifikant vermindertes Killing von 68 ± 24 
(20 min, p= 0,009) und 74 ± 20 % (45 min, p= 0,0006) festgestellt (Thro/DPI). Die 
Killingrate von 74 ± 24 % bei 30 min war dagegen nicht signifikant vermindert im Vergleich 
zu den Werten nach alleiniger Thrombingabe (p= 0,059). Folglich wurden die 
thrombininduzierten Killingraten nach DPI-Gabe geringgradig gesenkt (Abb. 13 A, B). 
Wurden die Plättchen parallel mit 1 µM PMA und 0,1 mM DPI inkubiert, wurde zunächst 
eine erhöhte Killingrate von  21 ± 7 % (DPI/PMA) statt von 13 ± 6 % (PMA) gemessen. Nach 
20 und nach 30 min wurden gleiche Werte wie nach alleiniger PMA-Gabe von 27 ± 13 % und 
28 ± 11 % gezählt, nämlich 28 ± 9 % und 28 ± 13 % (PMA/Thro). Erst nach 45 min war das 
Killing signifikant gehemmt von 51 ± 20 % (PMA) auf 40 ± 16 % (DPI/PMA, Abb. 13 A, B, 
p= 0,033, n=5). Daher konnte DPI nur die PMA-induzierte Killingrate nach 45 min hemmen. 
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Abb. 13 A:  Die Killingraten PMA-und thrombinstimulierter Plättchen 
Eine PMA-Stimulierung führte zu deutlich geringeren Killingraten als die Stimulierung mit 
Thrombin. Erst 45 min nach PMA-Zugabe war ein mittleres Killing nachweisbar (n=10). 
 Abb. 13 B: Die Killingraten PMA-und thrombinstimulierter Plättchen nach DPI-Gabe 
Verglichen wurden die Killingraten PMA- und thrombinstimulierter Plättchen nach DPI-
Gabe. Nach Zugabe von DPI ließ sich das thrombinvermittelte Killing nach 20 und 45 min 
signifikant hemmen. Bei den PMA-stimulierten Plättchen war nach DPI-Gabe nach 20 und 30 
min ein unverändertes Killing und schließlich nach 45 min ein signifikant niedrigeres Killing 
zu verzeichnen. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD. Die Sterne kennzeichnen ein signifikant 
niedrigeres Killing mit DPI (B) im Vergleich zu Proben ohne DPI-Gabe (A, p<0,05, n=5). 
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B. subtilis ist hochresistent gegen H2O2  
Um herauszufinden, bei welcher H2O2-Konzentration der B. subtilis-Stamm tatsächlich 
abgetötet wird, wurden unterschiedliche Konzentrationen von 0,05 bis 50 mM H2O2 zu der 
Bakteriensuspension gegeben. Nach 10 min Inkubation war bei 5 mM H2O2-Gabe kein 
Killing messbar (11 ± 5 % und 11 ± 3 % Basistote). Erst ab einer Konzentration von 50 mM 
H2O2 konnte ein geringes Absterben der Bakterien beobachtet werden (25 ± 1 %).  
Die Plättchenkonzentrate mit ca. 108 Plättchen /ml produzierten im Gegensatz dazu lediglich 
0,1 µM H2O2 in 10 min. Das ist ein Anteil von weniger als 1/105 derjenigen H2O2-
Konzentration, die benötigt wird, um das katalasepositive Bakterium B. subtilis abzutöten 
(Abb. 14). 
 
Abb. 14: H2O2-Zugabe zu Bacillus subtilis 
Zugesetztes H2O2 bewirkte ab einer Konzentration von 50 mM ein Killing des B. subtilis. Die 
H2O2-Synthese der Plättchen betrug dagegen nur maximal 110 nM H2O2. Dargestellt ist der 
Mittelwert ± SD, n=5. 
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4.4 Auswirkungen des Plasmas auf die Killingraten 
4.4.1 Killingraten sind abhängig von der Plasmazugabe  
Blutplasma enthält die unterschiedlichsten Plasmaproteine, die die Bindung der Bakterien an 
Plättchen verstärken und so auch die Killingrate verändern könnten. Um die Rolle des 
Blutplasmas beim Killing zu untersuchen, wurden plasmafrei gewaschene und filtrierte 
Plättchen verwendet. Thrombin-stimulierte Plättchen in Puffer (22 ± 22 %) konnten nur 
signifikant weniger der zugegebenen Bakterien abtöten im Vergleich zur Maximalkontrolle 
mit Plättchen in Plasma (Max-Kontr., 100 %, p<0,001). Den filtrierten Plättchen wurden 
darauf verschiedene Prozentanteile an Plasma zugegeben. Erst bei einem Plasmaeinsatz von 
20 % stieg die Killingrate wieder auf 100 % und erreichte somit den gleichen Wert wie die 
Max-Kontr. Wurde das Blutplasma 20 min bei 56 °C erhitzt und dann zugegeben, so sank die 
Killingrate auf  Null (7,6 % ± 2,5 % versus Basistote  11,1 % ± 2,8 %, Abb. 15). Daher waren 
die Killingraten stark abhängig von der Zugabe von Plasma. 
 
Abb. 15: Vergleich der Killingraten bei verschiedenen Plasma-Konzentrationen und 
nach Hitzeinaktivierung 
Dargestellt sind die Killingraten Thrombin-stimulierter Plättchen. 20 % Plasma sind nötig 
um die gleiche Killingrate wie die maximale Killingkontrolle mit Plasma (Max-Kontr.) zu 
erreichen. Eine Hitze-Inaktivierung des Plasmas führte zum Verlust der Killingeffekte. Die 
Werte wurden als Mittelwert ± SD dargestellt. Die Sterne kennzeichnen eine signifikant 
niedrigere Killingrate als die Max-Kontr. (p< 0,001, n=3). 
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4.4.2 Plasma, aber nicht Serum ist nach Thrombin-Gabe bakterizid  
Da das Vorhandensein von Plasma eine wesentliche Voraussetzung für hohe Killingraten war, 
wurde getestet, ob Plasma auch ohne Plättchen in der Lage ist, in 10 min die zugegebenen 
Bakterien abzutöten. Plasma zeigte ohne Thrombin eine Anzahl von 19 ± 4 % toter Bakterien, 
welches in etwa der Zahl der Basistoten entsprach (15 ± 3 %) und daher nicht bakterizid 
wirkte. Die Killingraten des Plasmas stiegen nach Zugabe von Thrombin auf 84  ± 17 % an 
(Plasma/Thro). Diese Killingrate war signifikant geringer im Vergleich zu den Werten der 
Max-Kontrolle aus Abb. 15, bei der Plättchen zugegeben waren (p= 0,0011). Somit erreichte 
Plasma auch ohne Zugabe von Plättchen hohe Killingraten, wenn Thrombin anwesend war. 
Plasma und Plättchen erreichten aber gemeinsam eine signifikant höhere Killingrate. 
Die Killingraten von Serum (19 ± 6 %) liessen sich nicht nach Zugabe von Thrombin 
verändern (18 ± 7 %). Somit waren außer Plasma/Thro alle übrigen Proben untereinander 
nicht signifikant unterschiedlich (p= 0,055, Abb. 16). Serum wirkte also im Gegensatz zum 
Plasma nicht bakterizid, obwohl im Serum genauso wie im Plasma Komplementfaktoren und 
Antikörper gelöst sind. 
 
 
Abb 16:  Die Killingraten von Serum und Plasma 
Plasma und Serum wurden mit B. subtilis 10 min inkubiert. Nach der Zugabe von Thrombin 
stiegen nur die Killingraten von Plasma stark an. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD. Der 
Stern kennzeichnet ein signifikant höheres Killing im Vergleich zum Plasma (p<0,0002, n=5). 
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4.4.3 Killingraten der Plasmaproteinfraktionen > 100 kDa sind hoch 
Um die für das Killing verantwortliche Plasmakomponente herauszufinden, wurde das Plasma 
nach der Größe der enthaltenen Proteine fraktioniert in < und > 100 kDa und zu den 
thrombinstimulierten Plättchen zugegeben. Dabei wurde deutlich, dass bei der Anwesenheit 
der Plasmaproteine mit einem MW  > 100 kDa (91 ± 8 %) bzw. > 10 kDa (83 ± 20 %) die 
gleiche Killingrate wie mit normalem Plasma ausgezählt wurde (Max-Kontr., 95 ± 5 %, 
p=0,34). Die Plasmaproteinfraktion < 100 kDa hingegen wies nur ein Killing von 33 ± 8 % 
auf, während die Plasmaproteinfraktion < 10 kDa  einen noch niedrigeren Anteil von nur 
19 ± 8 % toter Bakterien erreichte (versus Basistote 13 ± 5 %, Abb. 17). 
 
Abb.  17: Killingraten mit fraktioniertem Plasma 
Killingraten von B. subtilis mit filtrierten, thrombinstimulierten Plättchen wurden verglichen 
nach Zugabe verschiedener Plasmaproteinfraktionen. Innerhalb von 10 min war die maximal 
mögliche Killingrate erreicht, wenn die Fraktion > 10 bzw. > 100 kDa zugegeben wurde. 
Dagegen wies die Plasmaproteinfraktion < 100 kDa ein geringes Killing auf, während die 
Fraktion < 10 kDa kein Killing erreichte. Dargestellt sind die  Mittelwerte ± SD. Die  Sterne 
kennzeichnen ein signifikant geringeres Killing als die Maximal-Kontrolle (Max-Kontr., 
p<0,001, n=5). 
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4.4.4 EM-Untersuchung bestätigt das plasmaabhängige Killing 
Um die Ergebnisse im Fluoreszenzmikroskop bestätigen zu können und zusätzlich lokale 
Besonderheiten bei der Bindung zu sehen, wurden Plättchen filtriert, mit B. subtilis sowie mit 
Thrombin in verschiedenen Plasmaproteinfraktionen inkubiert und im Elektronenmikroskop 
miteinander verglichen. Untersucht wurde, unter welchen Bedingungen die Plättchen die 
Bakterien binden oder im Plättchenaggregat einschließen und wann die Bakterien abgetötet 
wurden. Dabei wurde ersichtlich, dass unstimulierte Plättchen sowohl ohne als auch mit 
Plasma die Bakterien weder binden noch abtöten konnten. Thrombinstimulierte 
Plättchenaggregate hingegen schlossen die Bakterien ein, töteten sie aber nur, wenn Plasma 
bzw. die Plasmaproteinfraktion > 100 kDa zugegeben worden war (Abb. 18). Die Ergebnisse 
wurden zusätzlich in einer Tabelle zusammengefasst (Tab. V). 
 
Tab. V: Ergebnisse der EM-Untersuchungen 
Ergebnisse:             Gelfiltrierte 
Plättchen, 
B. subtilis 
Thrombin Plasma Proteinfraktion 
 >100  kDa 
Proteinfraktion 
 < 100 kDa 
Bindung/ 
Aggregat 
Killing 
x     nein nein 
x  x   nein nein 
x x    ja nein 
x x x   ja ja 
x x  x  ja ja 
x x   x ja nein 
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Abb. 18 1a-2b: Ergebnisse der EM-Untersuchungen 
Unstimulierte Plättchen in Puffer können B. subtilis (Bs) weder binden noch abtöten 
innerhalb von 60 min (1a, 1b). Thrombinstimulierte Plättchen in Puffer umschließen B. 
subtilis nach über 10 min und töten den Keim trotz Degranulierung nicht ab (2a, 2b). Der 
Messbalken repräsentiert 2 µM. 
Bs 
Bs
Bs 
Bs 
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Abb. 18 3a-4b: Ergebnisse der EM-Untersuchungen 
Thrombinstimulierte Plättchen in Plasma töten B. subtilis (Bs) innerhalb von 10 min ab (3a). 
Nach 60 min ist die Bakterienwand beinahe aufgelöst (3b). Thrombinstimulierte Plättchen in 
der Plasmaproteinfraktion > 100 kDa töten ebenfalls B. subtilis innerhalb von 10 min ab (4a, 
4b). Messbalken = 2 µM. 
Bs Bs
Bs 
Bs 
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Abb. 18 5a, b: Ergebnisse der EM –Untersuchungen 
Thrombinstimulierte Plättchen in der Plasmaproteinfraktion < 100 binden den B. subtilis (Bs) 
erst nach über 10 min, ohne ihn dabei abzutöten (5a, 5b). Der Messbalken repräsentiert 
2 µM. 
 
 
 
 
 
 Bs 
 Bs 
  ERGEBNISSE 
 67 
 
4.5 Auswirkungen von SF, GYP und Trypsin auf die Killingraten 
Da die Stimulation von Thrombin hohe Killingraten hervorrief, wurde die Wirkungsweise des 
Thrombins auf die Plättchen untersucht. Die Wirkung des Thrombins lässt sich in drei 
Komponenten teilen, welche einzeln durch andere Stoffe nachgeahmt werden kann: die 
Aktivierung der Thrombinrezeptoren PAR 1 und PAR 4 auf der Plättchenoberfläche und die 
allgemeine proteolytische Aktivität auf Proteine. Für die Aktivierung des PAR 1 wurde der 
synthetische Rezeptoragonist mit der Aminosäuresequenz SFLLRN (SF) verwendet und für 
die Stimulierung des PAR 4 das GYPGKF (GYP). Die proteolytische Aktivität des 
Thrombins wurde mit Trypsin (64000 U/ml) nachgeahmt, das gleichermaßen die PAR 
aktiviert. 
Die frisch gewachsene Bakterienkultur hatte einen Anteil von 15 ± 3 %  Basistoten. Wurde zu 
den Bakterien das Thrombozytenkonzentrat (TK) zugegeben und statt mit Thrombin mit GYP 
(0,7 mM) stimuliert, ergab sich eine niedrige Killingrate von 34 ± 20 % (GYP) im Vergleich 
zu 83 ± 19 % (Thro). Auch eine Stimulierung mit SF führte nur zu einem Killing von 
39 ± 19 % (SF). Wurden beide Thrombinagonisten SF und GYP für die PAR 1 und 4 
gleichzeitig zugegeben,  wurde eine Killingrate von 41 ± 20 % gezählt (GYP/SF, Abb. 19).  
Mit der Zugabe von Trypsin wurde ein signifikant höheres Killing von 56 ± 16 % (Try) 
erreicht als mit GYP (p<0.0001), mit SF (p= 0,0054) oder mit GYP/SF (p= 0,021). Trypsin 
erlangte aber nicht die Werte der Thrombinstimulation von 83 ± 19 (Abb. 19). Um 
auszuschließen, dass Trypsin selbst bakterienschädigend ist, wurde eine Kontrolle mit Trypsin 
und B. subtilis ohne TK durchgeführt, die einen Wert von 24 ± 10 % erbrachte (nicht gezeigt). 
Somit konnte mit keiner der hier getesteteten Stimulatoren die gleiche hohe Killingrate wie 
mit Thrombin ausgelöst werden. 
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Abb 19: Die Killingraten von Gyp, SF und Trypsin  
Verglichen wurden die Killingraten von B. subtilis mit Plättchen in Plasma nach 
unterschiedlicher Stimulation. Nach Zugabe von SF, GYP oder SF/GYP erreichten die 
Killingraten innerhalb von 10 Minuten etwa 50 % der Killingwerte nach einer 
Thrombinstimulation. Trypsin zeigte mit 56 % den höchsten Wert. Dargestellt sind die 
Mittelwerte ± SD. Die Sterne kennzeichnen eine signifikant geringere Killingrate im 
Vergleich zur Thrombinstimulation (p<0,05, n=5).  
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5 Diskussion 
Während die zentrale Rolle der Plättchen bei der Blutstillung, Thrombenbildung und bei der 
Entzündung weitestgehend aufgeklärt ist, wird ihre Beteiligung bei der angeborenen 
Infektabwehr bisher noch kontrovers diskutiert. Plättchen sind am Zusammenspiel der 
Entzündung und der Abwehr beteiligt, denn sie reagieren auf Pathogene mit Stimulation und 
Aggregation und schütten Mediatoren aus, mit denen sie Phagozyten aktivieren (Kap.2).  
Da Plättchen als erste Zellen an einer Verletzung akkumulieren, kommt ihnen hier eine 
besondere Bedeutung zu. Während die Plättchen die Blutung stoppen, interagieren sie mit den 
möglicherweise eingedrungenen Pathogenen. Das kann zum einen eine protrahierende 
Wirkung auf den Infektionsverlauf haben, da die Pathogene eine günstige 
Anheftungsmöglichkeit auf der Plättchenoberfläche finden und sich dort vermehren können. 
Auf diese Weise wird die Ausbreitung des Pathogens gefördert (YEAMAN et al. 1992). Zum 
anderen wird den Plättchen eine bakterizide Rolle zugesprochen, indem sie nicht nur die 
Pathogene im Plättchenaggregat einschließen und so aus dem Blutstrom separieren (WHITE 
2005), sondern auch, weil sie bakterizide Peptide sezernieren können (Kap.2.2.1.). Plättchen 
besitzen daneben auch andere potenzielle bakterizide Mechanismen wie die Produktion von 
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) oder die Möglichkeit der Phagozytose, deren Stellenwert 
bis dato noch nicht eingehend untersucht worden ist. In Vorversuchen unserer Arbeitsgruppe 
wurde entdeckt, dass B. subtilis effektiv im Thrombus abgetötet wird. Auch konnten bereits in 
anderen Untersuchungen der Arbeitsgruppe bakterizide Wirkungen in einem Thrombus auf 
andere pathogene Keime wie Klebsiella und Borrelien aufgezeigt werden (KLINGER et al. 
2003).  
Die vorliegende Arbeit stellt sich die Aufgabe, diesen bakteriziden Effekt an B. subtilis zu 
untersuchen und aufzuklären, welche der oben genannten Mechanismen für das Killing 
verantwortlich sind.  
Um den Anteil lebender Bakterien bestimmen zu können, bedarf es einer einfachen und 
schnellen Methode. Die gebräuchlichste ist die Auszählung koloniebildender Einheiten 
(KBE). Voraussetzung dieser Methode ist das Vorliegen einer gut durchmischten 
Bakteriensuspension, um gleichmäßig die Agarplatten beimpfen zu können. Für das 
Auszählen toter Bakterien in einem Thrombus ist die KBE-Methode ungeeignet, da die 
Bakterien im Fibrinnetz und den Plättchenaggregaten festgehalten werden und sich dann nur 
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noch partiell in Suspension bringen lassen. Zudem kann die Anzahl der toten Bakterien erst 
nach einer Inkubationszeit, die bei B. subtilis bei ca. 12 h liegt, bestimmt werden. In der 
vorliegenden Arbeit wurde daher die DNA-Doppelfluoreszenzmethode mit dem Farbgemisch 
aus Syto9 und Propidiumiodid (LIVE/DEAD-Methode) angewendet (Kap.3.9.2). Die 
LIVE/DEAD-Methode erlaubte eine schnelle und einfache Quantifizierung lebender und toter 
Bakterien. Es konnte gezeigt werden, dass die KBE- und die LIVE/DEAD-Methoden zu 
vergleichbaren Ergebnissen führten (Kap.4.1). Auch VIRTA (1998) und HOEFEL (2003) 
bestätigten, dass sich der LIVE/DEAD-Farbstoff gut zum Auszählen toter Bakterien eignet. 
(VIRTA et al. 1998) , (HOEFEL et al. 2003) 
Für die Killingversuche wurde der B. subtilis-Stamm S17 ATCC 6633 gewählt, da er 
hochempfindlich gegenüber thrombinstimuliertem Thrombozytenkonzentrat (TK) reagiert 
und sich zuverlässig anzüchten lässt. Obwohl B. subtilis selbst nicht humanpathogen ist, ist er 
von medizinischem Interesse, da er Ähnlichkeiten zu pathogenen Erregern wie 
Staphylokokken und Listerien aufweist (Kap.2.3). Zudem lässt sich B. subtilis wegen seiner 
guten Anfärbbarkeit und der gleichmäßigen Form gut auszählen. Aus diesen Gründen 
erschien B. subtilis gut geeignet für die Untersuchung der bakteriziden Mechanismen 
thrombinstimulierter Plättchen. 
Bisher wurde als einziges bakterizides Potenzial von Plättchen die bakteriziden Peptide 
angesehen, die in den Plättchengranula gespeichert werden. Bakterizide Peptide werden von 
verschiedenen Zellen gebildet und befinden sich in geringen Mengen im Urin und im Plasma 
(Kap.2.2.1). Es sind kleine Peptide, bestehend aus ca. 12-50 Aminosäuren, die in der Lage 
sind, Pathogene abzutöten, indem sie durch ihre positiv geladene und hydrophobe Oberfläche 
die Membranen der Pathogene schädigen (SCHNEIDER et al. 2005). In den letzten 
Jahrzehnten wurden zahlreiche bakterizide Peptide in humanen Plättchen entdeckt. 
Insbesondere TANG et al. (2002) isolierte sieben Peptide, die vorher nur als 
Entzündungsmediatoren bekannt waren (Kap.2.2.1).  
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss sezernierter, bakterizider Peptide auf die 
Killingraten untersucht. Hierbei wurde der Überstand degranulierter Plättchen auf seine 
bakteriziden Eigenschaften geprüft. In Vorversuchen der Arbeitsgruppe wurde der Überstand 
positiv auf den Plättchenfaktor 4 getestet, welcher genau wie die bakteriziden Peptide in den 
α-Granula der Plättchen gespeichert wird. Obwohl der Überstand nachweislich mit 
α-Granulainhalt angereichert war, wirkte er jedoch nicht bakterizid. Selbst die zusätzliche 
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Gabe von Thrombin erbrachte keine höheren Killingraten (Kap.4.1.2). Unter diesem Aspekt 
scheinen die oben beschriebenen bakteriziden Peptide keine Rolle bei der 
plättchenvermittelten Abwehr in diesem Modell zu spielen. Es besteht aber auch die 
Möglichkeit, dass die Konzentration der bakteriziden Peptide in dem Überstand durch den 
Verdünnungseffekt zu gering war oder nicht der für die Peptide optimale pH-Wert 
vorherrschte. So beschreibt TANG et al. (2002), dass einige bakterizide Peptide im sauren 
und einige im basischen Milieu voll aktiv sind. 
Aus diesem Grund wurden nicht nur die Überstände auf ihre bakteriziden Eigenschaften 
getestet, sondern auch die bakteriziden Eigenschaften der bereits degranulierten Plättchen 
untersucht. Überraschenderweise konnten die degranulierten Plättchen genauso gut die 
Bakterien abtöten wie die nicht degranulierten Plättchen, wenn sie mit Thrombin stimuliert 
wurden (Kap.4.1.1). Daraus wird ersichtlich, dass selbst Plättchen, die keine bzw. Reste von 
bakteriziden Peptiden gespeichert haben, noch das volle Killingpotenzial besitzen.  
Es fiel außerdem auf, dass eine für den B. subtilis schädigende Menge an mikrobioziden 
Peptiden wie sie von TANG et al. (2002) beschrieben wurde, nur dann angereichert werden 
kann, wenn bei den Killingexperimenten die 1000-fache Plättchenkonzentration eingesetzt 
worden wäre. Es muss in Frage gestellt werden, ob überhaupt ein messbarer Einfluss 
bakterizider Peptide aus Plättchen in vivo zu erwarten ist, da dazu immense Konzentrationen 
von 1011 Plättchen angereichert werden müssten. Diese enormen Plättchenmengen sind 
physiologisch in 1 l Blut enthalten.  
Die vorliegenden Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die von Tang et al. (2002) und von  
Krijgsveld et al. (2000) beschriebenen bakteriziden Peptide nicht für das effektive Abtöten 
des B. subtilis in diesem Modell verantwortlich sein können.  
Daher wurde als weiterer potenzieller bakterizider Mechanismus von Plättchen die Produktion 
von ROS untersucht. Eine selbstständige ROS-Synthese konnte bereits in  Plättchen 
nachgewiesen werden (FINAZZI-AGRO et al. 1982; MARCUS et al. 1977) und erste 
Hinweise auf ein ROS-abhängiges Abtöten von Helminthen fand JOSEPH et al. (1985). 
Zudem fand die Arbeitsgruppe an Bindungsstellen zwischen Bakterien und Plättchen „ruffled 
membranes“, die auf eine Aktivierung der ROS-produzierenden NAD(P)H-Oxidase 
hindeuteten (Kap. 2.2.2). 
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ROS spielen eine große Rolle in der angeborenen Immunabwehr von neutrophilen 
Granulozyten. Sie werden während des „Respiratory Burst“ der Neutrophilen  produziert, um 
phagozytierte Bakterien abzutöten (BABIOR 1978; KLEBANOFF 1967). Eine besondere 
Schlüsselstellung hat das hochreaktive O2- inne, da es zu H2O2 und schließlich zum 
hochtoxischen OH° umgewandelt werden kann (Kap.2.2.2). ROS induzieren 
Lipidperoxidation und eine Oxidation und Schädigung von Nukleinsäuren und Proteinen 
(BADWEY et al. 1980). H2O2 wurde bereits in Phagozytosevakuolen von Neutrophilen 
detektiert, und trägt neben O2-, Lysozym und sauren Hydrolasen zum Abtöten von Bakterien 
bei (BRIGGS et al. 1975; KLEBANOFF 1967). 
Es wurde deshalb die O2- und die H2O2 - Freisetzung von Plättchen und zusätzlich als 
Referenz für den funktionierenden Nachweis die der Neutrophilen quantitativ und topologisch 
untersucht und miteinander verglichen. Anschließend wurde der Einfluss von Stimulation und 
Hemmung der ROS-Synthese auf die Killingraten von Thrombozytenkonzentrat (TK) 
überprüft. 
In den Experimenten setzten die Plättchen O2- und H2O2 im nanomolaren Bereich frei. Ein 
Plättchen produzierte ca. 1500-mal weniger O2- und 4000-mal weniger H2O2 als ein 
Neutrophiler. Es ergaben sich in den quantitativen ROS-Messungen insgesamt niedrige 
Messwerte mit hohen Standardabweichungen. Zudem reagierten die Plättchen nur wenig auf 
Stimulatoren oder Hemmer der ROS-Synthese. Speziell der Stimulator Thrombin führte trotz 
der Induktion sehr hoher Killingraten nur zu einem niedrigen Anstieg der O2--Freisetzung im 
Cytochrom C- Nachweis (Kap.4.3.1). 
Daraufhin wurde vermutet, dass ROS zwar von Plättchen gebildet werden, nicht aber in den 
Überstand gelangen konnten, da Plättchen schnell aggregieren (siehe Kap.2.1.2) und so die 
ROS umgewandelt bzw. umgesetzt werden, bevor sie detektiert werden. Das Hauptproblem 
bestand darin, die Plättchen möglichst unstimuliert zu isolieren und plasmafrei zu waschen. 
Trotz der gleichen Behandlung im Labor waren die Plättchen verschiedener Spender 
unterschiedlich stark vorstimuliert und aggregierten zum Teil während des Ansatzes. Dieser 
Umstand könnte die hohen Standardabweichungen verursacht haben.  
Auch könnte die Anwesenheit von Neutrophilen in der Messlösung die Genauigkeit des 
Nachweises mindern. Um diese Gefahr zu minimieren, wurden die Plättchen nach der 
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Zentrifugation nur aus dem oberen Drittel des PRP entnommen und anschließend auf eine 
Verunreinigung mit Neutrophilen kontrolliert.  
Die O2--Messwerte unstimulierter Plättchen lagen im Vergleich zu den anderer Autoren 
höher, die statt 300 nM Werte in einem Bereich von 0,1 bis 1,2 nM O2- nachgewiesen hatten 
(Kap.2.2.2, Tab.II). Ein direkter Vergleich erscheint hier allerdings nicht möglich, da 
Unterschiede in der Plättchenanzahl, in der Inkubationszeit und in der Pufferzusammen-
setzung vorhanden sind.  
Mit der Phenolrot/Peroxidase-Methode betrug die H2O2-Freisetzung der Plättchen Werte 
zwischen 6,5 und 11,5 nM H2O2 pro min. Diese Konzentration wurde nun mit derjenigen 
H2O2-Konzentration verglichen, auf die der Keim B. subtilis empfindlich reagierte. In den 
Experimenten wurde eine Zugabe von 50 mM H2O2 benötigt, um innerhalb von 10 min 25 % 
der Keime abzutöten (Kap.4.3.4.4). Zu ähnlichen Ergebnisse kamen auch MURPHY et al. 
(1987) in Untersuchungen eines anderen Subtyps des B. subtilis. Sie zeigten, dass sich mit 
einer H2O2-Konzentration von 10 mM  innerhalb von 1 h fast alle B. subtilis-Keime abtöten 
ließen. Des Weiteren merkten sie an, dass die Empfindlichkeit des Keims stark abhängig von 
der Wachstumsphase sei (MURPHY et al. 1987). Die für B. subtilis sensible H2O2-
Konzentration betrug 50 mM. Diese H2O2-Konzentration ist ca. 500 000-mal höher als die 
höchste hier gemessene H2O2-Freisetzung der Plättchenkonzentrate nach 10 min 
Inkubationszeit. Somit scheint die von Plättchen in den Überstand abgegebene H2O2-Menge 
bei weitem nicht auszureichen, um den B. subtilis-Stamm abzutöten. 
B. subtilis ist ein katalasepositiver Keim (LOEWEN et al. 1987). Das ermöglicht es ihm, 
H2O2 schnell in H2O und O2 zu konvertieren. Erst bei hohen H2O2-Konzentrationen und 
langen Inkubationszeiten wird die Kapazität des Enzyms Katalase überschritten und das H2O2 
kann die Bakterienmembran angreifen. Ob aber bei einem direkten Kontakt zwischen der 
Plättchenmembran und dem Bakterium eine viel höhere H2O2-Konzentration vorherrscht als 
die, die im Überstand gemessen wurde, konnte in diesem Versuch nicht geklärt werden. 
Um die ROS nicht nur im Überstand zu messen, sondern auch direkt am Entstehungsort 
nachweisen zu können, wurde die H2O2-Freisetzung fluoreszenz- und elektronen-
mikroskopisch untersucht.  
Die Untersuchungen im Fluoreszenzmikroskop wurden zunächst mit dem H2O2–Marker 
DHR 123 durchgeführt. Dieser Fluoreszenzfarbstoff ist membrangängig und detektiert daher 
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sowohl intrazelluläres als auch extrazelluläres H2O2. DHR 123 ergab eine starke 
Grünfluoreszenz in den Phagozytosevakuolen der Neutrophilen nach PMA-Stimulierung.  
In den Plättchenaggregaten waren dagegen ausnahmslos kleine punktuelle Fluoreszenzsignale 
nach PMA-Stimulierung zu finden (Kap.4.3.2). Da das DHR 123 laut Herstellerangaben 
neben H2O2 auch auf Eisenionen und das Cytochrom C der mitochondrialen Atmungskette 
regiert (HENDERSON et al. 1993; ROYALL et al. 1993), musste untersucht werden, ob die 
punktuellen Fluoreszenzsignale ausschließlich von den Mitochondrien der Plättchen 
herrührten oder beispielsweise von den Lysosomen oder der äußeren Zellmembran der 
Plättchen stammten. Daher wurde in Kontrollexperimenten der Mitochondrienmarker 
MitoFluor® parallel mit DHR 123 verwendet. Dabei konnte festgestellt werden, dass in den 
Plättchenaggregaten ausschließlich die oxidative Aktivität in den Mitochondrien detektiert 
wurde (Kap.4.3.2). Somit konnte mit DHR 123 keine H2O2-Freisetzung von Plättchen gezeigt 
werden.  
Nach Präinkubation mit DPI kam es im Vergleich zu der PMA-Stimulierung sowohl bei den 
Neutrophilen als auch in den Plättchenaggregaten zu einer Hemmung der Grünfluoreszenz 
(Abb.9). Diese Hemmung deutete auf eine geringere H2O2-Freisetzung der Neutrophilen nach 
DPI-Gabe hin. In Plättchen konnte nur die durch DPI hervorgerufene direkte Inhibierung der 
mitochondrialen Atmungskette bestätigt werden (LI et al. 1998), nicht aber, ob geringere 
Mengen von H2O2 gebildet wurden. 
Das DHR 123 erwies sich somit aufgrund der starken Fluoreszenz der Mitochondrien von 
Plättchen als ungeeignet für die Darstellung der ROS-Freisetzung. Daher wurden weitere 
Untersuchungen mit dem H2O2-Marker Oxyburst® durchgeführt, der nur nach außen 
abgegebenes H2O2 detektiert. 
Mit Oxyburst® gelang der H2O2-Nachweis an Neutrophilen deutlich, während bei den 
Plättchen ein schwaches und diffuses Fluoreszenzsignal im Aggregat auffiel (Kap.4.3.2).  Der 
Nachweis einer nur geringen H2O2-Freisetzung mit dem H2O2-Marker Oxyburst® steht im 
Einklang mit den geringen Messwerten der ROS-Überstandsmessungen mit der 
Phenolrot/Peroxidase-Methode. Auch konnten keine höheren Konzentrationen von H2O2 an 
Bindungsstellen zwischen Plättchen und Bakterien gezeigt werden. 
Die H2O2-Freisetzung in den Plättchenaggregaten konnte floureszenzoptisch nicht detailliert 
lokalisiert werden, da die Fluoreszenzsignale zu schwach ausfielen. Daher wurde ein weiterer 
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H2O2-Nachweis durchgeführt, der sich die Reaktion von Cerionen mit H2O2 zu Nutze macht. 
Wie von BRIGGS et al. (1975) beschrieben, bildeten sich in Verbindung mit H2O2 
elektronendichte Cerperhydroxidpräzipitate, die im Elektronenmikroskop als Ausfällungen 
gut sichtbar waren (Kap.4.3.3). Diese Methode bot eine gute Möglichkeit, die Freisetzung des 
H2O2 genauer zu lokalisieren. Die Untersuchungen an Neutrophilen als Referenzzellen 
zeigten an unstimulierten Zellen geringe Ausfällungen, die der äußeren Zellmembran 
aufgelagert waren. Deutliche Ausfällungen konnten an der Zellmembran und an der 
Innenseite der Vakuolen nach PMA-Stimulierung nachgewiesen werden (Kap.4.3.3). Dass 
dieser Nachweis tatsächlich spezifisch auf H2O2 reagierte, konnte durch den Einsatz von 
Katalase belegt werden. Nach Zugabe von Katalase, die H2O2 in O2 und H2O umwandelt 
(Kap.2.2.2), waren keine Ausfällungen mehr sichtbar. Wurde B. subtilis zu den Neutrophilen 
gegeben, so wurde dieser größtenteils von den Neutrophilen phagozytiert. Zudem konnten in 
den Phagozytosevakuolen Cerperhydroxid-Ausfällungen an der Vakuoleninnenseite den 
Influx von H2O2 zur Abtötung der B. subtilis anzeigen (Kap.4.3.3). 
Die Ergebnisse der Neutrophilen bestätigten somit die Spezifität des H2O2-Nachweises mit 
Cer und zeigten außerdem, dass tatsächlich H2O2 zum Abtöten von Bakterien in der 
Phagozytosevakuole gebildet wird, so wie es schon von anderen Autoren beschrieben wurde 
(BRIGGS et al. 1975; CHEN 2002). 
Der gleiche Versuchsablauf wurde an Plättchen angewendet. Die Untersuchungen ergaben, 
dass weder an unstimulierten noch an stimulierten Plättchen Cerperhydroxid-Ausfällungen 
sichtbar waren. Nach Zugabe von B. subtilis konnten keine Ausfällungen an Bindungsstellen 
zwischen B. subtilis und Plättchen nachgewiesen werden, die auf eine Beteiligung von H2O2 
hinweisen könnte (Kap.4.3.3). Trotzdem fiel bei den Untersuchungen auf, dass ein großer Teil 
von B. subtilis rupturierte Membranen zeigte, für das das H2O2 nicht verantwortlich zu sein 
schien.  
Um die Beteiligung der ROS an der Bakterizidie ausschliessen zu können, wurden neben den 
direkten Nachweisen der ROS nun die Auswirkungen von Stimulierung und Hemmung der 
ROS-Synthese auf die Killingraten von Thrombozytenkonzentrat (TK) untersucht. Wurden 
die Plättchen mit PMA stimuliert, so erreichten die Killingraten nur mittlere Werte bis zu 
50 % toter Bakterien nach 45 min, obwohl unter PMA-Einfluss die höchsten ROS-Werte 
gemessen wurden (Kap.4.3.4 und Kap.4.3.1). Dahingegen führte die Stimulierung mit 
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Thrombin zu einem Killing von fast 100 % innerhalb von 10 min (Kap.4.3.4), obgleich unter 
Thrombineinfluss weniger ROS gebildet wurde als nach PMA-Stimulierung (Kap.4.3.1).  
Wurden die Plättchen vor der PMA-Stimulation mit DPI, einem Hemmer der ROS-
Freisetzung, vorinkubiert, so wiesen die Plättchen nach einer Inkubationszeit von 45 min 
signifikant geringere Killingraten auf, wohingegen bei 10 min, 20 min und 30 min keine 
signifikanten Veränderungen sichtbar waren (Kap.4.3.4). Wurde DPI vor der Stimulation mit 
Thrombin eingesetzt, so waren nach 20 und 45 min signifikant niedrigere Killingraten im 
Vergleich zu einer alleinigen Thrombinstimulierung zu verzeichnen (Kap.4.3.4). Somit  
konnte keine einheitliche Hemmung der Killingraten gezeigt werden, obwohl DPI zu einer 
Hemmung der ROS-Bildung in Plättchen führt (PIGNATELLI et al. 1998).  
Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass weder eine Stimulierung (PMA) noch eine Hemmung 
(DPI) der ROS-Bildung größeren Einfluss auf die Höhe der Killingraten hatte. Thrombin  
verursachte hohe Killingraten von B. subtilis, ohne die ROS-Bildung gleich stark wie PMA zu 
erhöhen. Auch durch eine ROS-Hemmung (DPI) waren die Killingraten nur teilweise 
hemmbar. 
Die geringen Auswirkungen des DPI auf die Killingraten scheinen nicht aufgrund der ROS-
Synthese-Hemmung stattgefunden zu haben, sondern könnten die herabgesetzte 
Aggregationsfähigkeit der Plättchen betreffen. So fiel in einigen Untersuchungen auf, dass 
sich die Größe der Plättchenaggregate mit DPI verringerte. Diese Wirkung wird bestätigt 
durch die Angaben von SALVEMINI et al. (1991), die ausführten, DPI hemme die 
Bindungsfähigkeit der Plättchen. Eine verminderte Thrombenbildung könnte die Killingraten 
aufgrund einer schlechteren Bindung zwischen Plättchen und B. subtilis beeinflussen. 
Da sich in den bisherigen Untersuchungen klar abzeichnete, dass die direkte Anwesenheit von 
Thrombin den entscheidenden Einfluss auf die plättchenvermittelte Bakterizidie hatte, sollte 
in weiteren Experimenten geklärt werden, welcher Wirkmechansimus von Thrombin die 
hohen Killingraten verursachte. Die Serinprotease Thrombin erzielt ihre Wirkung auf die 
Plättchen insbesondere unter Vermittlung zweier Rezeptoren auf der Plättchenoberfläche, den 
PAR 1 und den PAR 4 (VU et al. 1991; XU et al. 1998). Daneben hat Thrombin noch 
zahlreiche andere Wirkungen im Plasma, nämlich die Spaltung von Plasmaproteinen wie z.B. 
die Generierung des Fibrins (Kap.2.1.2). Durch den Einsatz zweier synthetischer 
Thrombinrezeptoragonisten (SF, GYP) konnte eine isolierte Wirkung von Thrombin auf die 
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beiden Rezeptoren der Plättchenoberfläche dargestellt werden, ohne dabei weitere 
proteolytische Wirkungen zu erzeugen.  
Unter der Verwendung der Peptide SF und GYP ergab sich eine niedrige Killingrate von 
39 % und 34 %. Beide Agonisten zusammen erzielten eine ähnliche Wirkung auf die 
Killingraten von 41 % (Kap.4.5).  
Da weder SF noch GYP hohe Killingraten auszulösen vermochten, kann vermutet werden, 
dass das thrombininduzierte Killing nicht durch die PAR-Stimulierung der Plättchen ausgelöst 
wurde und eine Aktivierung der Signaltransduktion über die PAR mit nachfolgender 
Stimulierung der Plättchen keine Auswirkung auf das Abtöten der B. subtilis hatte. Daher 
wurde nun die proteolytische Komponente des Thrombin-Wirkungsspektrums untersucht, 
indem Trypsin eingesetzt wurde.  
Der alleinige Zusatz von Trypsin in hoher Konzentration (64000 U/ml) zu B. subtilis bewirkte 
einen leichten Anstieg der Killingrate von 15 % (Basistote) auf 24 %. Nach Zugabe von TK 
ließ sich die Killingrate schließlich auf 56 % erhöhen (Kap.4.5). Sie erreichte dennoch nicht 
die Werte, die unter Thrombin-Einfluss zustande kamen (83 %).  
Aus diesen Ergebnissen lässt sich schließen, dass speziell die proteolytische Wirkung des 
Thrombins für die hohen Killingraten von Bedeutung war. Dass Trypsin keine gleich hohen 
Killingraten erzielte wie Thrombin, kann damit erklärt werden, dass Trypsin nicht die gleiche 
Spezifität der Peptidspaltung aufweist wie Thrombin (BLOMBACK et al. 1967; SHERRY et 
al. 1954). Auch wird bei der Trypsinspaltung kein Fibrin gebildet. Fibrin stellt aber eine 
adhäsive Oberfläche dar, an der zahlreiche Bakterien binden und so auch beim Killing eine 
wichtige Rolle spielen könnten. 
Um die Bedeutung des Fibrins oder anderer Plasma-Komponenten beim Killing untersuchen 
zu können, mussten die Plättchen schonend plasmafrei gewaschen werden. In allen bisherigen 
Killingversuchen wurde TK verwendet, dem ca. 80 % Plasma zugesetzt waren. Um eine 
ausreichende Zahl an unstimulierten, plasmafreien Plättchen zu erhalten, wurde deshalb die 
Albuminkissen-Zentrifugation mit der Gelfiltration kombiniert. 
In der vorliegenden Arbeit wurde nun die Abhängigkeit der Killingraten von der zugegebenen 
Plasmakonzentration untersucht. Dazu wurde das gelfiltrierte TK mit verschiedenen Anteilen 
von Plasma vermengt. Überraschenderweise spielte das Plasma beim thrombininduziertem 
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Abtöten von Bakterien eine wesentliche Rolle. Plättchen im Puffer töteten nur noch 22 % der 
Bakterien ab. Bereits 20 % Plasmaanteil im Puffer steigerten die Killingraten wieder auf 
knapp 100 % (Kap.4.4.1). Ferner wurde eine Hitzeinaktivierung bei 56°C für 20 min 
angewendet, um die Komplementfaktoren zu inaktivieren. Interessanterweise konnte das 
hitzeinaktivierte Plasma  kein Killing auslösen.  
Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass Bestandteile des Plasmas mit Thrombin 
wechselwirken, um B. subtilis abtöten zu können. Da die Hitzeinaktivierung des Plasmas ein 
Killen verhinderte, liegt die Vermutung nahe, dass Komplementfaktoren das Abtöten des B. 
subtilis verursacht haben. So ist zum einen beschrieben worden, dass der lytische Komplex 
des Komplements in der Lage ist, Membranen verschiedener Bakterienspezies zu lysieren 
(ESSER 1991). Zum anderen ist bekannt, dass Plättchen die Zusammenlagerung des 
cytolytischen Komplexes vermitteln und dass Thrombin das Komplement auf der 
Plättchenoberfläche aktivieren kann (POLLEY et al. 1978; POLLEY et al. 1983; POLLEY et 
al. 1979; POLLEY et al. 1981; ZIMMERMAN et al. 1976). 
Ein einfacher Versuch konnte die Beteiligung des Komplements jedoch ausschließen. Wenn 
Komplementfaktoren die Verursacher des beobachteten Killingeffekts wären, würde das 
Serum gleiche Killingraten erzielen wie das Plasma, da dieselben Komplementfaktoren im 
Serum vorhanden sind wie auch im Plasma. So besteht der einzige Unterschied zwischen 
Serum und Plasma darin, dass Serum aus geronnenem Blut gewonnen wird und somit kein 
Fibrinogen enthält. Des Weiteren sind im Serum erhöhte Calcium-und Kaliumgehalte sowie 
erhöhte Werte der Lactatdehydrogenase, der alkalischen Phoshatase und des Hämoglobins zu 
finden. Weiterhin sind niedrigere Glukosewerte feststellbar (RIECK 1977).  
Zur Beantwortung der zentralen Frage, welche Rolle die Plättchen in den beobachteten 
Killingversuchen haben, wurden Versuche mit Plasma und Serum ohne Zugabe von Plättchen 
durchgeführt. Dabei konnte festgestellt werden, dass nur die Anwesenheit von Plasma in 
Verbindung mit Thrombin zu hohen Killingraten führte, das Serum aber kein Killing auslöste. 
Die Plasma/Thrombin-Killingraten (84 %) lagen dabei signifikant unterhalb der Killingraten 
von Plättchen/Plasma/Thrombin (100 %, Kap.4.4.2).  
Da das Serum keine hohen Killingraten verursachte, kann das Komplement nicht an der 
Bakterizidie des TK beteiligt sein. Dagegen spricht auch ein Experiment mit Serum und 
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B. subtilis von VIRTA et al. (1998), das erst nach 20 min zum Abtöten führte. So soll Serum 
erst zwischen 20 min und 2 h bakterizide Eigenschaften erlangen (VIRTA et al. 1998).  
Weiterhin lassen die Ergebnisse darauf schließen, dass das Vorhandensein der Plättchen nicht 
unbedingt erforderlich ist in in vitro Untersuchungen, bei denen Thrombin extra zugegeben 
wird. Die Anwesenheit der Plättchen induziert aber eine weitere Erhöhung der Killingraten 
von 84 % auf 100 %. So könnte dieser Anstieg der Killingraten durch die Plättchen-
Fibrinvernetzung ausgelöst werden, die zum einen die Bindung zwischen den Bakterien und 
den Plättchen verstärkt und zum anderen die Wirkung des Thrombins verlängert (FRANCIS 
et al. 1983). Denkbar als Ursache für diesen Killinganstieg ist außerdem die außerordentliche 
prokoagulatorische Wirkung der Plättchen (Kap.2.2.2), ohne die in vivo kein Thrombin 
gebildet werden kann. Unter dieser Annahme wären die Plättchen nicht wie primär 
angenommen aktiv am Killingmechanismus beteiligt, sondern würden passiv für die 
Bereitstellung des Killing-auslösenden Faktors Thrombin eine zentrale Rolle in der 
beobachten Bakterizide spielen. 
Da die bakteriziden Effekte des Plasmas auch durch das Vorhandensein bestimmter Proteine 
wie z.B. Fibrin oder auch Lysozym oder Defensin verursacht werden könnte, wurde in 
weiteren Versuchen das Plasma nach der Größe der Proteine fraktioniert und zu den 
gelfiltrierten Plättchen gegeben. Bei den Untersuchungen stellte sich heraus, dass nach 
Stimulation mit Thrombin die Plasmaproteinfraktion mit einer Größe > 100 kDa ein hohes 
Killing von 95 % verursachte, während die Plasmaproteinfraktion < 100 kDa nur ein Killing 
von 33 % erreichte (Kap.4.4.3). Die Plasmaproteinfraktion < 10 kDa wies zudem kein Killing 
auf (19 %). Daher können Defensine und die von TANG et al. (2002) beschriebenen Peptide 
mit bakterizider Wirkung nicht länger für die in unserem Modell beobachteten Effekte in 
Betracht gezogen werden, weil sie ein molekulares Gewicht von < 10 kDa aufweisen. 
Komplementfaktoren besitzen zwar ein MW zwischen 60  und 200  kDa, können aber wie 
oben beschrieben aufgrund der Wirkungslosigkeit im Serum und der nötigen Aktivierungszeit 
von über 10 min als Killingmechanismus ausgeschlossen werden. 
Die Ansätze der Killingversuche wurden zusätzlich im Elektronenmikroskop (EM) bewertet. 
In den Untersuchungen konnten die Killingversuche der Fluoreszenzmikroskopie 
nachempfunden werden und einige zusätzliche Informationen geben. So fiel nicht nur auf, 
dass Plättchen in Puffer keine bzw. wenige B. subtilis abtöteten, sondern auch, dass die 
Plättchen in Puffer häufig B. subtilis endozytiert hatten, ohne dass diese einen morphologisch 
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sichtbaren Schaden nahmen. Insbesondere schienen die thrombinstimulierten Plättchen in 
Puffer häufiger eine Endozytose zu zeigen als die unstimulierten Plättchen. Dieser Effekt war 
klar ausgeprägt nach 60 min, weniger nach 10 min Inkubationszeit. (Kap.4.4.4). Die 
Endozytosefähigkeit bei Plättchen wurde bereits durch mehrere Autoren beschrieben. Trotz 
der Ausstattung der Plättchen mit Lysosomen konnte bisher keine klare Abhängigkeit 
zwischen Endozytose und Abtöten eines Bakteriums aufgezeigt werden (Kap.2.2.4). Ob 
B. subtilis in den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit tatsächlich endozytiert oder nur 
äußerlich vom Plättchen bedeckt wurde, ließ sich in den Untersuchungen nicht klären. 
Eindeutig war allerdings die Tatsache, dass es keinen klaren Zusammenhang zwischen 
Endozytose und dem Abtöten des B. subtilis gab. Umso deutlicher konnte festgestellt werden, 
dass das Abtöten des B. subtilis abhängig von der Zugabe von Plasma oder von der 
Plasmaproteinfraktion  > 100 kDa und Thrombin war (Kap.4.4.4).  
Die Untersuchungen am EM bestätigten somit die bisherigen Ergebnisse der Arbeit. 
Zusammenfassend konnte herausgestellt werden, dass Thrombin ein hitzelabiles 
Plasmaprotein der Plasmaproteinfraktion > 100 kDa derart spaltet, dass es starke bakterizide 
Eigenschaften erwirbt, auf die B. subtilis empfindlich reagierte (Abb. 20). Erstaunlicherweise 
war das Vorhandensein der Plättchen in den Killingversuchen keine zwingende 
Voraussetzung für das Abtöten des B. subtilis. Bedenkt man allerdings die Tatsache, dass das 
Thrombin zwingend notwenig für das Killing in den Versuchen war und stets artifiziell 
zugegeben wurde, so erscheint die Bedeutung der Plättchen in vivo weitreichend. Thrombin 
entsteht physiologischerweise durch den Prothrombinase-Komplex aus Prothrombin 
(Kap.2.1.2). Für die Ausbildung dieses Komplexes ist eine zelluläre Oberfläche notwendig 
(ROSING et al. 1980). Damit scheinen die Plättchen nicht durch aktive Prozesse wie ROS-
Bildung oder Sezernierung bakterizider Peptide am Killing beteiligt zu sein, sondern eher 
über die passive Bereitstellung der Plättchenoberfläche, die zu einer gesteigerten 
Thrombinbildung führt, welches wiederum in Gegenwart eines hitzelabilen Plasmaproteins 
mit einer MW > 100 kDa einen bakteriziden Komplex generiert (Abb. 20). 
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Abb. 20: Hypothetisches Modell zur thrombinabhängigen Entstehung eines bakteriziden 
Proteins  
Die Aktivierte Plättchenmembran kehrt den Plättchenfaktor 3 (PF3), bestehend aus 
Phospholipoproteinen nach außen. Gerinnungsfaktoren binden an der Plättchenoberfläche 
und aktivieren PF3–abhängig den Prothrombinasekomplex, der Prothrombin zu Thrombin 
spaltet. Thrombin bewirkt neben der Fibrinspaltung die Plättchenaktivierung, die wiederum 
die Thrombinbildung fördert. Außerdem wird durch Thrombin  ein hitzelabiles, > 100 kDa 
großes Plasmaprotein zu einem bakteriziden Protein gespalten, welches hoch effizient 
Bacillus subtilis abtötet. 
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In den Vorversuchen unseres Labors konnten Blutplättchen nach Thrombinstimulierung 
nahezu 100 % der zugegebenen Bakterien Bacillus subtilis innerhalb von 10 min abtöten. In 
der vorliegenden Arbeit sollten die Ursachen für dieses Abtöten aufgeklärt werden. 
In Anlehnung an die bekannten Abwehrmechanismen von neutrophilen Granulozyten, wurden 
3 mögliche Abwehrmechanismen von Plättchen untersucht: (1) Plättchen speichern und 
synthetisieren bakterizide Peptide, (2) sie produzieren reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und 
(3) sie besitzen phagozytäre Eigenschaften. Zusätzlich wurde auch (4) die Rolle der 
Plasmaproteine und die Wirkung des Thrombins auf die beobachtete Bakterizie untersucht. 
(1) Da Plättchen bakterizide Peptide in kleinen Mengen synthetisieren und in ihren Granula 
speichern können, wurde nachfolgend die Beteiligung dieser Peptide am Abtöten der 
Bakterien untersucht. Dabei wurde deutlich, dass auch bereits degranulierte Plättchen nach 
Thrombingabe bakterizid wirkten, nicht aber deren Überstände, die die bakteriziden Peptide 
enthielten. Weitere Fakten machen die Beteiligung von bakteriziden Peptiden 
unwahrscheinlich: In den Experimenten wurden bakterizide Effekte bereits bei 100-fach 
geringeren Plättchenkonzentrationen erreicht als nötig gewesen wäre, um bakterizide Peptide 
in wirksamer Menge konzentrieren zu können. Zudem ist das molekulare Gewicht von 
bakteriziden Peptiden < 10 kDa. Diese Proteinfraktion führte jedoch nicht zu einem Abtöten 
des B. subtilis.   
(2) Um herauszufinden, ob Plättchen genügend ROS zum Abtöten des B. subtilis bilden, 
wurde die Superoxid-(O2-) und die Wasserstoffperoxid (H2O2)-Freisetzung der Plättchen mit 
photometrischen Methoden (Cytochrom C, Phenolrot-Peroxidase) gemessen und mit 
derjenigen H2O2-Konzentration verglichen, auf die B. subtilis empfindlich reagierte. Plättchen 
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produzierten 1500-mal weniger O2- und 4000-mal weniger H2O2 als ein neutrophiler 
Granulozyt. Obwohl die Plättchenkonzentration im Blut 30-mal höher ist und unter 
experimentellen Bedingungen 500-mal höher war als die Konzentration an Neutrophilen im 
Blut, war die geringe H2O2-Freisetzung aus Plättchen unschädlich für B. subtilis. Um 
ausschließen zu können, dass ROS dennoch an Bindungsstellen zwischen Bakterien und 
Plättchen lokal angereichert werden und so ein Killing verursachen könnten, wurde zusätzlich 
die H2O2-Freisetzung an Plättchen und an neutrophilen Granulozyten fluoreszenz- und 
elektronenmikroskopisch untersucht. Es fanden sich aber keine Hinweise darauf, dass in 
Plättchen ROS lokal zum Abtöten der Bakterien konzentriert werden. Auch in 
Killingversuchen, in denen die ROS-Produktion der Plättchen mit PMA und DPI stimuliert 
bzw. gehemmt wurde, konnte eine Rolle der ROS in der beobachteten Bakterizidie nicht 
bestätigt werden.  
(3) Plättchen besitzen phagozytotische Eigenschaften; sie können kleine Partikel endozytieren 
und enthalten Lysosomen und Entzündungsmediatoren. Untersuchungen mittels Elektronen-
mikroskopie ergaben, dass besonders stimulierte Plättchen B. subtilis endozytierten, den Keim 
aber nur dann auch abtöten konnten, wenn Plasma oder die Plasmaproteinfraktion > 100 kDa 
zugegeben wurde. Daher konnte gezeigt werden, dass das Abtöten des B. subtilis unabhängig 
von einer Endozytose der Plättchen geschieht.  
(4) In den Experimenten fiel zudem auf, dass sowohl Plasma als auch die Stimulierung durch 
Thrombin notwendig für das Abtöten der Bakterien waren. Ein maximales Killing erforderte 
einen Plasmaanteil von mindestens 20 %. Hitzeinaktivierung des Plasmas, die Verwendung 
einer Plasmaproteinfraktion von einem MW < 100 kDa oder die Verwendung von Serum 
ermöglichte kein signifikantes Abtöten der Bakterien. Somit können weder 
Komplementfaktoren noch Antikörper das Abtöten des B. subtilis verursachen, da beide 
Komponenten auch im Serum vorhanden sind. Desweiteren wurde das Thrombin durch 
synthetische Thrombinrezeptoragonisten mit der Aminosäuresequenz SFLLRN und GYPGKF 
ersetzt, die die Plättchen stimulierten, ohne eine proteolytische Aktivität zu besitzen. Doch 
trotz Aktivierung der Plättchen mit nachfolgender Degranulierung fand kein Killing statt.  
Zusammengefasst deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die bakterizide Wirkung nicht wie 
angenommen durch aktive Prozesse des Plättchens ausgelöst wird, wie die Bildung von ROS 
oder die Sezernierung bakterizider Peptide. Vielmehr scheinen sich die Plättchen an der 
angeborenen Immunabwehr dadurch zu beteiligen, dass sie ihre Plättchenmembran als 
katalytische Oberfläche zur Bildung von Thrombin zur Verfügung stellen. Thrombin 
wiederum wurde in den Experimenten stets artifiziell zugegeben, wird aber in vivo nur in 
Anwesenheit einer Plättchenoberfläche gebildet. In Gegenwart eines hitzelabilen 
Plasmaproteins mit einem MW > 100 kDa scheint durch die Protease Thrombin ein Komplex 
mit starken bakteriziden Eigenschaften an der Plättchenmembran gebildet zu werden. 
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In preliminary experiments in our lab, thrombin-stimulated platelets killed up to 100 % of 
Bacillus subtilis within 10 min. Analogous to neutrophils, there are three potential killing 
mechanisms that may be proposed to operate in platelets; (1) platelets store and process 
bactericidal peptides, (2) they synthesize reactive oxygen species (ROS), (3) and they have 
phagocytic capacity. In my work, these possible killing mechanisms were investigated in 
platelets. Furthermore, (4) a possible role of plasma proteins and thrombin in the observed 
killing process was determined.  
(1) Low amounts of bactericidal proteins are present in platelets, and their possible 
contribution to the observed killing effects was investigated by using degranulated platelets 
and their supernatant in killing experiments. The supernatant did not exert any killing effects, 
but even degranulated platelets showed bactericidal capacity. Additional facts made 
bactericidal peptides unlikely to be important in the killing of B. subtilis: in my experiments 
bactericidal effects were reached by using 100-fold lower platelet concentration as they were 
needed by others to yield a microbicidal peptide concentration. Secondly, the molecular 
weights of these peptides are < 10 kDa. But this protein fraction showed no killing effects in 
my experiments. These findings suggest that none of the known bactericidal peptides are 
involved in the observed killing. 
(2) To measure if platelets can produce enough ROS to kill B. subtilis, the amounts of 
released superoxid and hydrogen peroxide were detected photometrically (cytochrom C, 
phenolred/peroxidase) and were compared with the hydrogen peroxide concentration that 
affect B. subtils. The measurements showed that one platelet produce 1500-times less 
superoxide and 4000-times less hydrogen peroxide compared to one neutrophil. Although the 
concentration of platelets in native blood is 30-times higher and was under the experimental 
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conditions 500-fold higher than the physiological concentration of neutrophils in the blood, 
the detected hydrogen peroxide does not reach bactericidal dimensions at all. To exclude that 
ROS were enriched at binding sites of B. subtilis to platelets, fluorescence and electron 
microscopy were used for a direct local detection of hydrogen peroxide. But in contrast to 
neutrophils, which showed a strong ROS production, there was nearly no detection of ROS 
possible in platelets. Furthermore the stimulation and inhibition of ROS production by PMA 
and DPI had nearly no effects on the thrombin-dependent killing of B. subtilis. In my study, 
platelet-derived ROS do not seem to mediate the observed killing effects. 
(3) Platelets have phagocytotic capabilities; they can phagocytose small particles, contain 
lysosomes and store inflammatory mediators. Our investigations by electron microscopy 
revealed that platelets enclose B. subtilis especially after stimulation by thrombin. But there 
was no killing observed as long as no plasma or the plasma protein fraction > 100 kDa was 
added. These findings suggest that enclosing as a type of phagocytosis - if existing in platelets 
at all - does not play a role in the observed killing of B. subtilis. 
(4) In all experiments it was remarkable that presence of plasma as well as a stimulation of 
thrombin was essential to kill B. subtilis. Gel-filtered and thrombin-stimulated platelets 
showed no killing effects until at least a portion of 20 % plasma was added. In contrast, heat-
inactivated plasma, a plasma protein fraction < 100 kDa or serum offered no killing potential. 
Therefore, complement or antibody activity in that killing can be excluded, because these 
components are also present in serum. 
Furthermore, the action of thrombin was mimicked by the synthetic thrombin receptor 
agonists SLLRN or GYPGKF, which stimulated the platelets without having any proteolytic 
effects. Although the platelets were activated and degranulated, no killing of B. subtils 
occured.  
In conclusion, the observed bactericidal effects do not seem to be due to an active 
contribution of platelets, such as bactericidal peptides, the production of ROS, or 
phagocytosis. The present work rather suggests that platelets contribute to the innate host 
defence by providing a catalytical surface for synthesis of thrombin. Thrombin was always 
added in the experiments, but can be generated in vivo only in close contact to the platelet 
surface. In the presence of a heat-instable plasma protein with a MW > 100 kDa, the protease 
thrombin seems to generate a strong bactericidal complex, which is responsible for the 
observed killing. 
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